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L'aroma di una tazza di  caffè appena preparata è l'espressione finale di  una 
lunga catena di trasformazioni che partano dal chicco verde alla bevanda fumante. I 
semi di caffè contengono tutti i precursori necessari per generare l'aroma durante la fase 
di  tostatura,  ma nel determinare un prodotto di qualità concorrono diversi  fattori:  la 
genetica, la chimica, l'ambiente e l'uomo.
Questo lavoro di ricerca si divide essenzialmente in due parti. In una prima fase 
è stato possibile aggiornare il database locale con informazioni genetiche riguardanti il 
trascrittoma  delle  drupe  in  via  di  maturazione  di  Coffea  arabica.  La  seconda  fase, 
mediante l'utilizzo della tecnica della real time PCR, ha permesso lo studio del profilo 
di espressione genica dei semi di caffè verde trattati con diversi metodi post-raccolta e 
con diverse percentuali di acqua.
La raccolta di cDNA di drupe in via di sviluppo è stata processata attraverso 
l'utilizzo di 2 diverse tecniche di sequenziamento, il metodo a terminazione di catena 
(Sanger)  e  l'innovativo  pirosequenziamento  (454  Sequencing)  ed  è  stato  possibile 
aggiornare il database locale (www.coffeedna.net). In totale sono state ottenute 148.777 
sequenze sotto forma di Expressed Sequence Tag's (EST). Queste sono state processate 
eliminando sequenze a bassa qualità, sequenze altamente ripetute e togliendo eventuali 
adattatori. Successivamente sono state sottoposte ad assemblaggio ibrido, metodica che 
permette  di  utilizzare  i  dati  derivanti  da  tecniche  di  sequenziamento  diverse  (454 
Sequencing e  Sanger)  per  ottenere  delle  lunghe  sequenze  contigue  (contig) 
rappresentanti di potenziali geni. Successivamente è stata fatta l'annotazione genomica 
per l'identificazione dei geni e di altri elementi funzionali. In totale è stato possibile 
annotare 5.774 contig (sui 22.383 iniziali), pari al 25,66% di identificazioni.
Nella  seconda  fase  del  progetto  di  ricerca,  l’obiettivo  è  stato  volto  alla 
caratterizzazione  di  alcuni  processi  biologici  mediante  un’attenta  valutazione 
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quantitativa  dell’espressione  genica  con  real  time PCR.  Si  tratta  di  una  tecnologia 
sensibile e specifica che consente la contemporanea valutazione di un certo numero di 
marcatori utilizzando una limitata quantità di campione. Questa metodica  consente di 
avere  un  dato  di  espressione  relativa  di  un  gene  bersaglio  che  viene  quantizzato 
normalizzando contro qualcosa di costitutivo, i geni di riferimento (o reference genes). 
Questi sono trascritti il cui livello di espressione è costante attraverso tutti i campioni e 
nelle varie condizioni di reazione. Per questo lavoro sono stati identificati 2 specifici 
reference genes (GAPDH e Rpl 7) di  Coffea arabica. Dalle informazioni dei database 
pubblici e del nostro database locale è stato invece possibile selezionare e disegnare 16 
coppie di primer, specifici per C. arabica, da studiare nell'analisi di espressione dei geni 
in determinati campioni.
Un profilo di espressione genica viene definito come l’insieme dei geni attivati 
in un tessuto in un particolare momento o condizione. È possibile misurare le differenze 
tra tessuti diversamente trattati, analizzandone semplicemente il profilo dei geni espressi 
attraverso la tecnica della real time PCR. Per questo lavoro di tesi sono stati selezionati 
16 geni d'interesse sia metabolico che biochimico, coinvolti in diverse attività cellulari 
di regolazione dei livelli di alcuni composti, quali lipidi, carboidrati, caffeina e acidi 
clorogenici, associati a caratteristiche qualitative della bevanda. I geni selezionati sono 
stati studiati in diversi campioni e in diverse situazioni. Innanzitutto sono state studiate 
le relazioni tra l'espressione relativa dei geni in campioni che si differenziano per il 
luogo di crescita e per i trattamenti post-raccolta. Avendo a disposizione semi di caffè 
verde di origine brasiliana coltivati in 2 località e trattati con 3 diversi trattamenti post-
raccolta (metodo naturale, lavato e semilavato) è stato possibile evidenziare come in 
alcuni  casi  le  località  siano  discriminanti  sull'espressione  genica,  mentre  altre  volte 
siano i trattamenti post-raccolta ad essere significativi della variabilità nell'espressione 
genica.
In un secondo momento gli stessi geni sono stati analizzati in campioni con 
diverse  concentrazioni  di  acqua  nel  seme  verde.  È  ben  noto  dalla  normativa 
internazionale di standardizzazione ISO 1446:2001 che il contenuto di acqua del seme 
deve corrispondere ad un valore pari al'11±1% per consentire un adeguato stoccaggio e 
trasporto dei campioni senza incorrere in difetti quali la fermentazione o la rottura dei 
chicchi.  Dalle  analisi  real  time è  stato  possibile  individuare  come in  alcuni  casi  le 
ii
Riassunto
percentuali di acqua incidano in modo significativo sull'espressione di alcuni geni: dopo 
un picco  di  attività  nei  campioni  con il  14,1% di  acqua  residua,  al  diminuire  della 
concentrazione di acqua residua diminuisce l'espressione di alcuni geni, probabilmente 
in seguito ad una degradazione del delicato messaggero.
Questi  dati  sono  molto  importanti  dal  punto  di  vista  qualitativo  perché 
potrebbero  consentire  alcune  migliorie  nella  qualità  finale  del  prodotto.  È  doveroso 
ricordare  che  nella  definizione  dell'aroma  ci  sono  più  di 800  singoli  composti  che 
combinandosi tra loro danno origine alle qualità percettive della bevanda ed inoltre la 
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Il caffè è sicuramente, fra i tanti prodotti agricoli che sono entrati nella nostra 
dieta quotidiana, uno dei più esotici ed affascinanti. Originario degli altipiani dell'Africa 
centro-orientale si è espanso, ad opera dell'uomo, in buona parte dei Paesi tropicali, in 
molti dei quali è diventato una componente fondamentale dell'economia e del paesaggio 
agricolo locale.
Considerando  che  più  dell'80% del  raccolto  mondiale  è  prodotto  da  piccoli 
coltivatori,  si  stima  che  milioni  di  aziende  agricole  si  occupano  oggigiorno  della 
produzione caffeicola. Se a questi sommiamo tutti gli addetti alle fasi successive della 
lavorazione  (lavatura,  asciugatura,  selezionatura,  trasporto  e  commercializzazione) 
possiamo tranquillamente affermare che più di 200 milioni di persone sono direttamente 
occupate nell'economia caffearia dei Paesi produttori. La filiera del caffè verde è molto 
lunga e complessa e coinvolge molteplici soggetti economici spesso distanti tra loro. 
Ogni  Paese  ha  poi  abitudini  e  strutture  molto  diverse  una  dall'altra,  per  cui  non  è 
sbagliato dire che ogni caffè di singola provenienza rispecchia le condizioni ambientali, 
culturali  ed  umane  regionali.  L'ampia  varietà  di  ibridi  e  cultivar locali,  di  suoli  e 
condizioni climatiche, oltre che di pratiche agricole, sono elementi più che sufficienti 
per spiegare la magia di aromi e sapori che questo prodotto riesce ad offrirci.
Nella società moderna il caffè mantiene un ruolo ed un successo di tutto rilievo. 
Una  delle  ragioni  più  significative  è  la  posizione  che  occupa  nel  mercato  delle 
commodity in termini di scambi monetari: il caffè, dopo il petrolio, oscilla tra il secondo 
e il quarto posto, e tra gli alimenti si contende il primato solo con il grano (De Toni e 
Tracogna et al., 2005). La bevanda deriva dalla tostatura dei semi di due specie, Coffea 
arabica e  Coffea canephora,  che si differenziano tra le altre cose per la qualità del 
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prodotto: mentre la prima produce una bevanda di ottima qualità, la seconda genera una 
bevanda di qualità nettamente inferiore, ma avendo costi di produzione sensibilmente 
più bassi è utilizzata per la produzione del caffè solubile e nelle miscele meno raffinate.
L’irrinunciabile tazzina di caffè rappresenta oramai un rito frutto di un'abitudine 
molto radicata, che porta numerosi esperti delle più svariate discipline a pronunciarsi 
periodicamente sui suoi benefici e rischi (c’è chi ne studia gli aspetti psicologici, chi ne 
indaga le caratteristiche organolettiche e chi si occupa di studiarne il rapporto con la 
salute umana). Ma in particolare con la loro creatività gli italiani sono riusciti a fare del 
caffè un’arte, che rispecchia uno stile di vita: l’espresso italiano, oggi, non è più solo 
una bevanda, ma un piacere ed un gusto ormai famoso nel mondo.
1.1 STORIA.
La parola caffè, che è simile in tutte le lingue (Kaffee,  cafè,  coffee, ecc.) ha 
probabilmente una triplice derivazione: da  Kaffa, regione originaria di diffusione, ma 
anche  da  kaweh  che  significa  “eccitante”,  o  ancora  da  qahwa  indicante “bevanda 
vegetale”  (Associazione Caffè Trieste, 2000).  Originario dell’altopiano etiopico, dove 
ancor  oggi  cresce spontaneo,  è  stato  portato  dopo poco tempo,  nel  vicino Yemen e 
durante  le  invasioni  dell'Etiopia  giunse  in  Arabia.  Qui veniva consumato  come 
alimento: i frutti verdi  venivano seccati, abbrustoliti e ridotti in polvere per poi essere 
impastati con grasso animale e sale, cucinati e consumati come pane. Le foglie della 
pianta invece erano preparate come decotto, mentre dalla corteccia esterna e dalla polpa 
ben secca delle ciliegie si ricavava una calda bevanda dal sapore simile alla birra (Stella 
et  al.,  2002). Furono proprio gli  arabi  ad  assumere per  primi  la  bevanda del  caffè, 
ottenuta previa tostatura dei chicchi verdi, come valido sostituto delle bevande alcoliche 
che il Corano vietava e furono anche i primi che utilizzarono i grani a scopi terapeutici e 
curativi.
Dall’Arabia  la  pianta  del  caffè  fu  introdotta  in  India  e  da  lì  prese  la  via 
dell’Arabia  sud  orientale  e  dell’isola  di  Ceylon  (attuale  Sri  Lanka).  Nel  1706  gli 
olandesi,  venuti a conoscenza delle proprietà di tale frutto, trasportarono dei semi di 
caffè  da  Ceylon a  Java  e  le  piante  originatesi  furono inviate  nella  Guiana olandese 
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(attuale  Suriname),  mentre  un'unica  pianta  fu  spedita  al  giardino  botanico  di 
Amsterdam. Da Amsterdam la pianta  di caffè fu donata a re  Luigi XIV di Francia, il 
quale costruì la prima serra, mentre le progenie furono portate in Martinica (Antille) e 
nell’isola di Bourbon (odierna La Rèunion) e poi introdotte in Brasile.
Nel  1683  il  caffè  fa  la  sua  prima  comparsa  a  Vienna:  dopo  la  liberazione 
dall'assedio turco, nell'accampamento abbandonato vennero scoperti dei sacchi di caffè. 
Ed è proprio in Austria vennero aperte le prime caffetterie.
Se  il  Cinquecento  è  il  secolo  della  scoperta  e  il  Seicento  quello  dei  primi 
approcci  al  caffè  in  Europa,  il  Settecento  è  il  secolo  del  trionfo  mentre  l'Ottocento 
quello della definitiva conferma di un successo universale della bevanda. Proprio alla 
fine dell'ottocento nascono le prime torrefazioni in gran parte artigianali, introdotte per 
aiutare le botteghe del caffè nella tostatura. Inoltre i torrefattori inventarono le prime 
miscele,  sia  per  dare  un'impronta  personale  al  prodotto,  sia  per  mantenerne  le 
caratteristiche (ed il costo) il  più possibile costanti.  Nello stesso periodo si formano 
anche  le  prime  associazioni  del  caffè: il  17  settembre  1891  nasce  a  Trieste 
l’"Associazione  degli  interessati  nel  Commercio  del  Caffè",  prima  nel  bacino  del 
Mediterraneo e terza in Europa, dopo Amburgo e Amsterdam.
1.2 CARATTERISTICHE BOTANICHE.
Nel sistema di classificazione del regno vegetale creato dal botanico svedese 
Carlo  Linneo,  il  caffè  viene  catalogato  nel  regno  vegetale  delle  Spermatofite o 
Fanerogame,  sottodivisione  delle  Angiosperme,  classe  delle  Dicotiledoni,  sottoclasse 
delle  Gamopetale o  Simpetale,  ordine  delle  Rubiali,  famiglia  delle  Rubiacee. 
Quest'ultima comprende oltre 600 generi tra cui un centinaio di specie appartenenti a 
Coffea, tutte originarie dell'Africa tropicale e sub-tropicale. La produzione di caffè ai 
fini commerciali si basa però, su due sole di queste specie:  Coffea arabica e  Coffea 
canephora, comunemente note come caffè Arabica e caffè Robusta che costituiscono 
rispettivamente  il  75%  e  il  25%  circa  del  prodotto  esportato.  Altre  due  specie 
commercialmente importanti, ma con ridotta quota di mercato, sono  C. liberica e  C. 
excelsa.  Le  altre  specie  sono  coltivate  in  scala  ridotta  e  destinate  principalmente 
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all'autoconsumo nelle zone di produzione (Associazione Caffè Trieste, 2000).
Coffea Arabica è un arbusto alto dai 3 ai 5 metri dal tronco diritto e liscio, con 
rami lunghi flessibili e sottili, foglie opposte di forma lanceolata e con margini ondulati. 
I fiori sono piccoli, simili a quelli del gelsomino, con cinque petali, cinque stami, cinque 
sepali  e un solo pistillo legato all'ovario.  La fioritura avviene più volte  in un anno, 
caratteristica comune alle piante originarie dei Paesi tropicali,  soprattutto dopo periodi 
di pioggia seguiti da siccità. I fiori sono autogami e di breve durata ed in seguito ad 
autoimpollinazione sfioriscono per dare origine al frutto (Capodici et al., 1983). I frutti 
sono drupe prima verdi e poi di colore rosso più o meno intenso a seconda della varietà 
e giungono a maturazione in 8-9 mesi.
C. arabica è particolarmente sensibile al caldo e all'umido e predilige i climi di 
alta quota: le piantagioni si sviluppano al di sopra dei 900 metri e le qualità più pregiate 
crescono a quote anche superiori ai 2000 metri (Associazione Caffè Trieste). Le piante 
di Arabica prosperano in terreni minerali, specie quelli di origine vulcanica, mentre il 
clima ideale prevede una temperatura compresa tra 15°-24°C con adeguata distribuzione 
delle piogge (dai 1500 ai 3000 mm di pioggia all'anno) ed esposizione al sole (Clifford 
et al., 1985a).
Tra le varietà di C. arabica bisogna ricordare la più' rinomata "Moka", coltivata 
soprattutto in Arabia, i cui grani piuttosto piccoli, hanno un intenso profumo aromatico. 
Altre  varietà'  sono  la  "Tipica",  la  "Bourbon"  (molto  diffusa  in  Brasile)  e  la 
"Maragogype" (apprezzata per i grani più grossi).
Coffea  canephora è  originaria  dell'Africa  tropicale  e  le  coltivazioni  si 
sviluppano fra i 300 e i 1000 metri di altitudine. Questa specie è molto sensibile alla 
siccità. L'altezza delle piante varia da 5 a 8 metri; le foglie, di forma ellittica, sono color 
verde chiaro e i rami si incurvano verso terra, a forma di ombrello. La fioritura, che non 
dura più di due o tre giorni, si ripete alcune volte l'anno. Questa specie è eterogama, in 
quanto  possiede  un  sistema  gametofitico  di  auto-incompatibilità  che  impedisce  al 
polline di un fiore di fecondare l'ovario di fiori dello stesso individuo (Lashermes et al., 
1996). L’eterogamia è un modello di riproduzione sessuale controllato geneticamente e, 
rispetto all’autogamia, è una caratteristica vantaggiosa dal punto di vista evolutivo in 
quanto favorisce il rimescolamento genetico di una popolazione. Una volta avvenuta la 
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fecondazione, lo sviluppo del frutto richiede circa 9-11 mesi. Rispetto a  C. arabica le 
drupe sono di un rosso vivo e i grani tondeggianti sono più' piccoli, ma più' ricchi di 
caffeina e, una volta torrefatti, risultano molto profumati. Questa varietà scoperta nel 
Congo è ora molto coltivata,  perché'  oltre all'abbondanza di produzione ed al minor 
costo  d'impianto,  mostra  caratteristiche  di  elevata  resistenza  alle  malattie.  Grazie  a 
questa  qualità  Robusta  riesce  a  svilupparsi  in  ambienti  inospitali,  come  la  foresta 
pluviale equatoriale, dove le piante di Arabica sarebbero attaccate dalle malattie.
Genetica. Tutte le specie di Coffea sono diploidi (2n = 22 cromosomi) eccetto 
C. arabica che ha un corredo cromosomico tetraploide (4n = 44 cromosomi). È stata 
quindi ipotizzata un'origine allotetraploide, derivante dall'incrocio di due specie diverse 
diploidi con genomi parzialmente omologhi (allotetraploidia segmentale)  (Cros  et al., 
1994). Mediante analisi compiute su DNA cloroplastico (Cros et al., 1998) e ribosomale 
(Lashermes  et  al.,  1997),  è  stato  possibile  confermare  l’ipotesi  iniziale:  il  DNA 
cloroplastico di C. arabica è simile a quello di C. eugenioides e, dal momento che nelle 
piante di caffè è stata dimostrata l’ereditarietà materna dei cloroplasti (Lashermes et al., 
1996b), C. eugenioides  è considerato il più probabile progenitore femminile.  D’altro 
canto, il DNA ribosomale di  C. arabica è invece simile a quello di C. canephora, che 
quindi è considerata il più probabile progenitore maschile.
1.3 L'ANATOMIA E LO SVILUPPO DEL FRUTTO.
I frutti sono chiamati drupe, hanno forma leggermente ellissoide e sono rivestiti 
esternamente  da  una  sottile  pellicola  (esocarpo)  che  a  sua  volta  avvolge  una  polpa 
zuccherina (mesocarpo). All'interno della polpa ci sono i due semi, ciascuno dei quali è 
rivestito da una pellicola sottile di colore giallo-oro (endocarpo o pergamino). A stretto 
contatto con il seme, sotto il pergamino si trova la pellicola argentea (perisperma). Il 
seme  vero  e  proprio  è  costituito  dall'embrione  che  formerà  la  nuova  pianta  e 
dall'endosperma  che  occupa  la  maggior  parte  del  volume del  chicco.  L'endosperma 
viene definito come un tessuto “vivo” costituito da una parte esterna dura ed una interna 
più soffice che va a circondare l'embrione (Krug  et  al.,  1939;  Mendes et  al.,  1941; 
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Dedecca et al., 1957; De Castro et al., 2005; Eira et al., 2006); si tratta di un tessuto di 
riserva contenente caffeina (in percentuale variabile a seconda della varietà, ma con un 
massimo dell'1,4%), abbondante olio, molti polisaccaridi (Wolfrom et al., 1961) e tutte 
le sostanze nutritizie utili all'embrione per la germinazione. L'embrione è molto piccolo, 
lungo circa 3-4 mm e situato alla base del seme (Dedecca  et al., 1957; Huxley et al., 
1964; Rena  et al. 1986)  (Figura 1), contiene pochissime sostanze di riserva e quindi 
dipende  fortemente  dal  ricco  tessuto  dell'endosperma  finché  non  raggiunge  la 
condizione di autotrofia (Giorgini et al., 1992).
Figura 1. Anatomia del frutto: a. disco; b. esocarpo; c. mesocarpo; d. endocarpo; e. 
pellicola argentea; f. endosperma; g. embrione (Wintgens, 2004).
Lo sviluppo dei frutti nel genere Coffea avviene solitamente in un periodo che 
varia  da  poche  settimane  a  più  di  un  anno:  in  C.  arabica i  frutti  raggiungono  la 
maturazione in 8-9 mesi, mentre quelli di  C. canephora in 9-11 mesi (Cannell  et al., 
1985). Spesso la loro crescita è asincrona e nella stessa pianta è possibile trovare frutti 
di diverse dimensioni e in diversi stadi di sviluppo (De Castro et al., 2006). Per le specie 
commerciali, nonostante l’asincronia nella crescita e le differenze nella lunghezza del 
ciclo riproduttivo, lo sviluppo del seme sembra essere identico.
I primi studi delle fasi di sviluppo del seme del caffè sono stati svolti negli anni 
’40 da Houk (1938) e da Mendes (1941). Dedecca (1957) ha effettuato invece uno degli 
studi più imponenti sull’anatomia di C. arabica L. cv. Typica Cramer, caratterizzando in 
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maniera minuziosa tutti i tessuti vegetali della pianta.
La crescita dei frutti  è stata descritta attraverso cinque fasi principali  (Rena, 
Maestri, 1986; De Castro et al., 2002; De Castro et al., 2006; Eira et al., 2006; Salmona 
et al, 2008):
 un primo periodo senza alcun accrescimento visibile;
 un secondo di rapida espansione (in condizioni ambientali favorevoli) che dura 
fino alla 10ma settimana (dopo la fioritura) e porta alla completa formazione del 
pergamino;
 un terzo periodo corrispondente  alla  11-12ma settimana di  sviluppo,  in  cui  la 
crescita  del  perisperma si  arresta  mentre  l'endosperma continua a  svilupparsi 
fino ad occupare completamente lo spazio lasciato dalla porzione interna del 
perisperma (24ma settimana di sviluppo);
 un quarto periodo che coincide con l’indurimento dell’endosperma;
 per  finire  con la  maturazione vera e  propria  con il  perisperma che rimane a 
formare la pellicola argentea (Figura 2).
Dopo la raccolta e i trattamenti post-raccolta l'endosperma è denominato “caffè 
verde" (Wormer T.M, 1966).
Figura 2. Fasi di sviluppo descritte in settimane di maturazione dopo la fioritura, della 
drupa di caffè (Salmona, et al, 2008)
Diversi fattori influiscono sia sulla dimensione finale che sulle fasi di sviluppo 
del  frutto.  Secondo  alcuni  autori  (Wormer,  1964;  Cannell,  1971a,  1971b)  le 
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precipitazioni registrate durante la fase di rapida crescita, ovvero dalla 8a-10a alla 18a 
settimana,  sono  molto  importanti  nel  determinare  la  dimensione  finale  della  drupa. 
Anche  la  concentrazione  ormonale  nelle  drupe  è  sicuramente  uno dei  fattori  che 
maggiormente influenzano le diverse fasi di sviluppo. Nella fase di quiescenza infatti si 
riscontrano  solitamente  bassi  livelli  di  fitoregolatori  ad  azione  stimolante  quali 
gibberelline  e  citochine  (Kumar,  1979).  In  seguito  la  concentrazione  di  entrambe 
aumenta fino alla fine della fase di rapido sviluppo, per poi decrescere negli ultimi stadi.
1.4 LA FILIERA DEL CAFFÈ.
1.4.1 La raccolta.
La peculiarità di una pianta di caffè si concentra nel seme allo stadio di ciliegia 
e ogni attività di raccolta e trattamento può influire sulla qualità finale del prodotto. 
L'efficienza del produttore risiede appunto, nella capacità di fornire un prodotto finale 
torrefatto con una qualità il più vicina possibile alle esigenze del mercato.
Per  la  raccolta  si  possono  utilizzare  tre  tecniche  diverse,  a  seconda  della 
disponibilità, del costo della manodopera e dell'estensione delle piantagioni. Il metodo 
migliore, ma anche il più costoso, è definito picking o raccolta selettiva manuale in cui 
le ciliegie sono scelte una ad una evitando quelle acerbe o troppo mature, fermentate o 
secche.  Un secondo metodo è  definito  stripping o  raccolta  non selettiva  manuale  e 
consiste  nell'uso di  rastrelletti  per  far  cadere  dagli  alberi  le  ciliegie.  In  questo  caso 
vengono raccolti tutti i frutti, sia quelli maturi che quelli acerbi o troppo maturi, assieme 
anche  a  foglie,  rami  e  impurità  varie.  Un  terzo  approccio,  più  moderno,  consiste 
nell'utilizzo di una macchina guidata dall'uomo che si muove al di sopra della pianta 
avvolgendola e attraverso delle aste multiple vibranti si ha la raccolta dei frutti. Nello 
stripping, sia manuale  che meccanico,  il  raccolto deve subire una prima pulizia per 
eliminare i detriti più ingombranti.
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1.4.2 I processi post-raccolta.
Dopo la  raccolta  il  caffè  deve  essere  preparato  per  la  commercializzazione. 
Come la fase precedente, anche questa è molto importante per la qualità del prodotto 
finale. Le bacche subiscono un primo intervento per l'eliminazione dei corpi estranei 
(foglie,  rami,  pietre,  sassi,  terra)  e  delle  ciliegie  troppo  mature  o  immature. 
Successivamente ci sarà l'estrazione dei semi in modo da eliminare la buccia, la polpa e 
la  mucillagine,  tessuti  ricchi  di  acqua  e  zuccheri  che  subito  dopo  il  distacco  della 
ciliegia  dalla  pianta  iniziano  a  fermentare  causando  i  difetti  peggiori  del  caffè: 
producono sostanze volatili estremamente spiacevoli all'olfatto responsabili dei difetti 
classificati come “stinker” e “fermentato” (Illy e Viani, 2005).
A seconda del metodo di estrazione del chicco dalla ciliegia, i caffè si dividono 
in naturali (caffè lavorati per via secca o “dry process”) e lavati (caffè lavorati per via 
umida o “wet process”) (Clarke R.J., 1985).
Nel metodo naturale le ciliegie, che contengono il 60-65% di acqua, vengono 
fatte essiccare al sole. Subito dopo la raccolta il caffè viene sparso in grandi patii di 
terra battuta, cemento o mattoni e lasciato asciugare da due settimane fino ad un mese. 
Il  metodo è  il  più  diretto  e  semplice  ma  richiede  una costante  manodopera  sia  per 
rimescolare continuamente lo strato di caffè, in modo che tutto il prodotto sia esposto al 
sole, sia per coprirlo rapidamente in caso di pioggia. Al termine dell'essiccazione i frutti 
vengono privati meccanicamente della ciliegia secca e del pergamino, liberando così il 
caffè verde.
Nel  metodo lavato il  caffè dopo la raccolta viene messo in grandi vasche e 
grazie  ad una corrente  d'acqua viene trasportato alla  macchina spolpatrice che ha il 
compito  di  rompere  i  frutti  e  separare  i  semi  dalle  bucce  e  dalla  polpa.  Durante  il 
passaggio nei canali i frutti vengono separati in base al loro peso specifico: le ciliegie 
secche  rimangono  a  galla,  la  parte  immatura  cade  sul  fondo  mentre  nella  parte 
intermedia rimangono i frutti maturi. I semi del caffè ancora coperti da una parte della 
polpa (mucillagine), vengono messi in vasche di fermentazione per un periodo di tempo 
che va da 12 a 24 ore, a seconda delle condizioni climatiche.  Questa fermentazione 
serve  a  rimuovere  lo  strato  di  mucillagine  residuo,  che  è  particolarmente  viscoso  e 
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difficile da eliminare durante le fasi precedenti. Dopo un certo tempo la fermentazione 
deve essere arrestata trasferendo i semi in bacini di acqua fresca; se il caffè fosse troppo 
fermentato rimarebbe macchiato e si  deteriorerebbe all'interno,  se invece fosse poco 
fermentato  il  pergamino  e  la  pellicola  rimarrebbero  aderenti  al  seme  rendendone 
difficile la decorticazione e l'essiccazione. Terminata questa fase i semi vengono lavati 
per rimuovere la mucillagine in sospensione e possono venir asciugati in patio per 6-10 
giorni o in asciugatori  meccanici ad aria calda per 24-48 ore. Il prodotto finale è il 
chicco di caffè verde ancora racchiuso nel pergamino, che in genere non viene rimosso 
perché  sembra  mantenga  più  a  lungo  le  qualità  del  caffè  durante  lo  stoccaggio  in 
magazzino.
Oltre ai metodi di lavorazione tradizionali sopra citati, alcuni Paesi (Costarica, 
Colombia,  Brasile  e  Paesi  dell'America  centrale)  hanno messo  a  punto  una  tecnica 
alternativa chiamata  metodo semi-lavato (semi-umido o  “semi washed”). Le ciliegie 
appena raccolte vengono spolpate da una macchina che elimina in tempi rapidi sia la 
buccia che la polpa e poi i semi sono essiccati al sole o negli essiccatoi. La fase di 
fermentazione non viene eseguita e quindi si ha un notevole risparmio di acqua.
Ogni metodo presenta vantaggi e svantaggi. Il metodo naturale è più economico 
e  praticabile  anche  da  piccoli  produttori  o  fattorie  a  conduzione  familiare,  ma  il 
processo di asciugatura è molto lento ed avviene con il seme ancora racchiuso da polpa 
e mucillagine, che sono le parti del frutto più ricche in zuccheri e acqua. Il prodotto è 
quindi esposto alla fermentazione che può rovinare la qualità del caffè e alla pioggia, 
che innesca cicli di essiccazione/reidratazione che comportano fermentazione, sviluppo 
di muffe ed in generale una perdita di qualità del prodotto finale.
Il metodo umido elimina subito polpa e mucillagine, riducendo così il rischio di 
fermentazione ed accorciando i tempi di asciugatura. In questo modo il prodotto finale è 
qualitativamente  superiore,  ma  ci  sono degli  svantaggi  individuati  nel  costo  e  nella 
complessità della tecnica. Per applicare questo metodo si necessita di un vero e proprio 
impianto industriale  con macchinari  che consumano enormi  quantità  di  energia  e  di 
acqua. Per questi motivi il procedimento ad umido viene utilizzato dai grandi coltivatori 




Quale sia il metodo utilizzato, il caffè verde viene poi selezionato per eliminare 
i principali difetti: chicchi rotti, tarlati, scoloriti, neri, frammenti di scorze o pergamino, 
materiali estranei come foglie, rametti, pietre o terra. La selezione può essere manuale o 
attraverso macchine selezionatrici ottiche che leggono forma, dimensione e colore dei 
chicchi  eliminando  quelli  non  idonei.  Al  termine  di  questo  processo  il  caffè  viene 
insaccato nei tradizionali sacchi di juta o in grandi “bulk bag” di plastica (utilizzati dai 
grandi  importatori)  o  anche  in  sacchi  di  plastica  sottovuoto  (soluzione  adottata  dai 
tostatori per conservare il massimo della qualità del prodotto). Il caffè a questo punto è 
pronto per essere caricato nei  container ed inviato via nave ai  magazzini di  tutto il 
mondo dove poi verrà tostato, macinato e confezionato.
1.5 LA COMPOSIZIONE CHIMICA DEL CAFFÈ VERDE.
Il  caffè  verde  vero  e  proprio  è  costituito  dall'endosperma  del  seme  che 
comprende  lipidi,  proteine,  polisaccaridi  (amido  o  polimeri  di  parete),  ma  anche 
composti  come fitina e ossalato di  calcio,  il  cui rapporto quantitativo è strettamente 
correlato alla qualità della bevanda finale.
A maturazione completa, il  contenuto di acqua del seme è del 50% in meno 
rispetto  al  peso  fresco;  nelle  fasi  iniziali  dello  sviluppo  il  contenuto  di  acqua  è 
relativamente  alto  (circa  80%  del  peso  fresco),  con  una  decrescita  durante  la 
maturazione della drupa e dei semi a discapito dell'aumento in peso secco (Eira et al., 
2006).
Le  sostanze  minerali  sono  comuni  a  tutte  le  specie  botaniche  vegetali  e 
oscillano intorno al 5% circa di peso rispetto al prodotto. Il 40% delle sostanze minerali 
sono costituite  da potassio,  fondamentale  nella  regolazione della  pressione osmotica 
cellulare, mentre altri elementi sono calcio e magnesio. Quijano-Rico e Spettel (1973) 
hanno riscontrato un maggior livello di rame in C. canephora rispetto a C. arabica, che 
può  essere  correlato  con  la  maggior  resistenza  alle  malattie  di Robusta.  Durante  il 
processo di tostatura non si riscontra nessun cambiamento nelle percentuali dei minerali 
che vengono quindi estratti durante la preparazione della bevanda di caffè, sia a livello 
domestico che commerciale (Clifford, 1985a).
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Le  cellule  dell'endosperma  contengono  inoltre  sostanze  come  l'acido 
clorogenico  e  la  caffeina,  che  rivestono  un'enorme  importanza  in  quanto  composti 
fisiologicamente attivi, oltre che responsabili anch'essi dell'aroma della bevanda.
C.  arabica ha  una  composizione  chimica  che  la  rende  unica  e  pregiata:  il 
contenuto di caffeina e di acidi clorogenici è pari rispettivamente al’1,2% e al 6,5% del 
peso di un seme, mentre il 16% è costituito da lipidi totali, il 10,3% da proteine e il 
58,9% da carboidrati (Illy e Viani, 2005; Arya et al., 2007). Questi ultimi sono costituiti 
da saccarosio (8%) e il resto (circa il 43%) è costituito in gran parte da arabinogalattani 
(14%),  mannani  e  galattomannani  (22%) e  cellulosa  (7%),  componenti  della  parete 
cellulare  (Tabella 1.) (Bradbury  et al., 2001; Homma  et al., 2001; Speer  et al., 2001; 
Redgwell  et al., 2006). Arabica contiene inoltre due importanti diterpeni, cafestolo e 
kahweolo,  tipici  del  genere  Coffea, che  non si  ritrovano in  altre  specie  vegetali. Il 
rapporto tra tutti questi composti viene utilizzato come indicatore nella composizione 
delle miscele di caffè.





Acidi clorogenici totali 5.5-8.0 7.0-10.0
Oligosaccaridi 6.0-8.0 5.0-7.0
Polisaccaridi totali 50.0-55.0 37.0-47.0
Proteine 10.0-13.0 10.0-13.0
Tabella 1. Dati della composizione (%db) del caffè in grani verdi di arabica e robusta.
Un'altra  importante  caratteristica  del  caffè  verde  sono le  circa  180 sostanze 
volatili  identificate  che  contribuiscono  ad  attribuire  a  ciascun  prodotto  verde  un 
particolare odore. Merritt  et al., (1969) ha identificato una correlazione tra le origini 
geografiche del prodotto verde e un particolare range di composti volatili; chiaramente 
questo  range viene  influenzato  dai  processamenti  post-raccolta  a  cui  il  caffè  va 
incontro, ma viene comunque preso in considerazione durante la caratterizzazione della 
qualità del chicco verde (Guyot et al., 1982).
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1.6 UN CAFFÈ DI QUALITÀ.
La qualità del caffè è un concetto molto complicato da identificare, e ci sono 
varie categorie da tenere in considerazione (Leroy et al., 2006):
 per gli agricoltori è data dalla combinazione del livello di produzione, del prezzo 
e della facilità di coltivazione;
 per gli esportatori o importatori è legata alle caratteristiche fisico-chimiche del 
chicco (grandezza, presenza di difetti, regolarità di approvvigionamento, etc..) 
ed al relativo prezzo;
 per  le industrie di  tostatura  dipende da contenuto di  umidità,  origine,  qualità 
organolettiche e composti biochimici del chicco, nonché del relativo prezzo;
 per i consumatori dipende da prezzo, aroma e gusto, effetti sulla salute, aspetti 
sociologici e ambientali ed origini geografiche.
A tutela di tutto ciò è presente una normativa ISO 9116: 2004 standard che 
definisce le condizioni generali standardizzate della qualità che deve avere il caffè verde 
per essere venduto e comprato.
Dal punto di vista del consumatore la qualità del caffè risiede soprattutto nella 
percezione sensoriale, gustativa ed olfattiva della bevanda. Di base noi siamo in grado 
di distinguere tra dolce,  acido, amaro e salato. Nei frutti sono gli zuccheri e gli acidi 
organici  i  principali  responsabili  del  sapore mentre  il  fattore  astringente è  dato  dai 
composti fenolici e il contenuto in tannini. Oltre a questi fattori organici, per definire il 
gusto  di  un  prodotto  come  il  caffè,  bisogna  prendere  in  considerazione  anche  la 
componente volatile del prodotto: tutte quelle molecole in grado di attivare le nostre 
percezioni sensoriali ed olfattive (Tucker et al., 1993). A differenza degli altri prodotti 
alimentari in cui la qualità è data dall'unione sia della componente sensoriale che di 
quella nutrizionale, il caffè, non possedendo qualità nutritive in quanto il suo contributo 
calorico  nella  dieta  è  nullo,  è  caratterizzato  solo  dalla  componente  sensoriale. 
Quest'ultima è data dall’effetto stimolante della caffeina e dalla gratificazione del ricco 
profilo  aromatico  della  bevanda.  Le  percezioni  gustative  e  olfattive  costituiscono  il 
sapore  della  bevanda  e  se  uno  di  questi  attributi  non  è  gradito  al  consumatore,  il 
prodotto viene bocciato. Il criterio decisivo è quindi l'aroma, che è costituito da più di 
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800 singoli composti; in realtà grazie a diversi metodi di analisi è stato possibile definire 
che sono circa 30 i componenti fondamentali (costituiti da composti volatili e non) che 
contribuiscono specificatamente ad un determinato aroma (Bytof G. et al., 2000).
In termini di qualità finale in tazza, i consumatori preferiscono la miscela di C. 
arabica perchè risulta  avere un gusto fruttato  e acidulo con miglior  sapore e minor 
amarezza  rispetto  a  Robusta  che  invece  è  caratterizzato  da  sapore  debole  e 
occasionalmente da una forte e pronunciata linea di amarezza (Bertrand  et al., 2003). 
Cosa esattamente incide nel determinare la qualità di una miscela rispetto ad un'altra 
ancora oggi non è ben noto, ma la relazione con il contenuto in saccarosio nei semi 
raccolti sembra essere un buon punto di partenza (Campa et al., 2004; Ky et al., 2001).
1.6.1 Qualità: la genetica.
Anche  l'origine  genetica (specie  e  genotipo)  influisce sulla  qualità  del  caffè 
(Leroy et  al.,  2006).  Il  genere  Coffea comprende più di  cento specie  differenti  che 
presentano  un'ampia  varietà  in  termini  di  composizione  biochimica  (Clifford et  al., 
1985a); bisogna però ricordare che solo le specie C. arabica e  C. canephora hanno le 
caratteristiche adatte ai fini commerciali. Nelle due specie la variabilità è alta soprattutto 
per C. arabica: ci sono cultivar che grazie a mutazioni genetiche hanno sviluppato delle 
qualità interessanti dal punto di vista del mercato. Le piante di C. arabica var. Caturra 
presentano alta produttività, anche se la qualità della bevanda non è delle migliori, la 
var.  Maragogype  è  caratterizzata  da  chicchi  grandi  e  oblunghi,  la  var.  Laurina  si 
distingue  per  i  semi a  basso contenuto  di  caffeina (0,6% di  concnetrazione rispetto 
all'1,3% di arabica), mentre solo recentemente in Brasile è statta studiata una pianta di 
origini etiopiche con concentrazione di caffeina solo in tracce (Silvarolla et al., 2004).
L'identificazione dei geni legati ad aspetti qualitativi della bevanda è uno dei 
maggiori  obiettivi  dei  diversi  gruppi  di  ricerca  che  lavorano  sul  caffè.  Lo  scopo 
principale è la creazione di coltivazioni sempre più produttive e con le migliori qualità 
di prodotto finale, in base alla richiesta di mercato. Fino ad oggi sono stati pubblicati 
solo un numero limitato di studi fatti su geni correlati alla qualità, la maggior parte dei 
quali legati al metabolismo di carboidrati (Redgwell  et al., 2006), lipidi (Speer  et al., 
2001), acidi clorogenici (Clifford et al., 1985) e caffeina (Dessalegn et al., 2009).
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1.6.2 Qualità: la chimica.
La  composizione  chimica del  caffè  verde  risulta  essere  estremamente 
complessa  (Clarke  e  Vitzthum,  2001).  Sono  state  isolate  alcune  migliaia  di  specie 
chimiche identificate come responsabili dell'aroma e comprendenti carboidrati ad alto e 
basso peso molecolare, acidi organici, lipidi, aminoacidi e proteine, oltre ad una grande 
varietà  di  composti  volatili  (terpeni,  furani,  pirazine,  fenoli,  tioli).  Questa  varietà  di 
composti, viene ulteriormente amplificata durante il processo di tostatura, in cui le alte 
temperature  raggiunte  (circa  200-220°C)  innescano  svariate  reazioni,  come  la 
degradazione termica di molti composti e la reazione di Maillard. Quest'ultima consiste 
nella reazione tra mono- e disaccaridi con molecole che espongono un gruppo aminico 
libero (peptidi e aminoacidi liberi), formando composti volatili che contribuiscono sia 
all’aroma del caffè sia al caratteristico colore marrone del chicco tostato (De Castro et  
al., 2006).
Negli  aspetti  qualitativi  della  bevanda di  caffè  un ruolo  molto  importante  è 
giocato dal saccarosio, i cui livelli possono variare tra 6-8% nelle miscele di Arabica e 
tra  0.9%-4.9%  in  quelle  di  Robusta  (Clifford,  1985a).  Privat  et  al.  (2008)  hanno 
dimostrato  in  C canephora una  maggior  attività  degli  enzimi  saccarosio  sintetasi  e 
invertasi acida durante le prime fasi di sviluppo dei semi, correlando a questo la minor 
concentrazione di saccarosio nelle miscele di Robusta. Gli zuccheri giocano un ruolo 
fondamentale perché durante il processo di tostatura si degradano in un numero elevato 
di composti definendo l'aroma a livello della componente volatile ed il sapore a livello 
della componente non volatile (De Maria  et al., 1996; Tressl  et al., 1998; Ginz et al., 
2000, Grosch  et al.,  2001, Homma  et al.,  2001).  Anche se glucosio e fruttosio sono 
presenti nei semi maturi in percentuali dello 0,3% rispetto al peso secco, il saccarosio 
risulta essere la forma più importante di zucchero non riducente libero (Rogers  et al., 
1999). Selmar et al., 2008 hanno individuato nei loro esperimenti una concentrazione di 
saccarosio  50  volte  maggiore  rispetto  al  glucosio.  Oosterveld  et  al. (2003b)  hanno 
studiato  i  carboidrati  (in  termini  di  composizione  di  polisaccaridi,  oligosaccaridi  e 
monosaccaridi) in campioni di caffè verde e negli stessi dopo trattamento a diversi gradi 
di  tostatura.  Il  risultato  dimostra  che  nel  caffè  tostato  i  polisaccaridi  rimangono 
pressoché  invariati,  mentre  gli  oligomeri,  ma  soprattutto  i  monomeri,  diminuiscono 
drasticamente,  perchè  coinvolti  rapidamente nella  reazioni  di  Maillard  e  di  pirolisi 
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(Oosterveld et al., 2003a; 2003b).
La caffeina e gli acidi clorogenici sono invece tra i responsabili del gusto amaro 
della  bevanda e si  ritrovano in percentuale maggiore in  Robusta  anziché in  Arabica 
(Leloup et al., 1995, Koshiro et al., 2007).
Gli acidi clorogenici appartengono alla classe dei cinnamati cogniugati e sono 
presenti nel caffè verde dal 6-10% rispetto al peso secco, in relazione alla varietà ed alla 
specie  considerata.  Sono i  principali  composti  ad azione  antiossidante  e  si  formano 
dall'esterificazione di acidi fenolici (acido ferulico e acido caffeico) e acidi chinici. Il 
più  abbondante  è  rappresentato  dall'acido  5-caffeoilchinico  spesso  chiamato  acido 
clorogenico in rappresentanza di tutta la categoria.
Caffeina  e trigonellina sono  i  principali  composti  azotati  a  basso  peso 
molecolare presenti nella pianta di caffè. La caffeina è un alcaloide purinico, mentre la 
trigonellina è un alcaloide pirimidinico ed entrambe vengono immagazzinate nelle fasi 
finali di crescita dei frutti verdi. Nella drupa matura il 70-90% dei composti si localizza 
nel seme e la restante percentuale nel pericarpo (Koshiro et al., 2006). A parità di peso 
secco  la  caffeina  è  presente  in  concentrazioni  dell'1.0-1.9%  rispettivamente  in  C. 
arabica e C. canephora, mentre la trigonellina in concentrazioni dell'1.3% in Arabica e 
1.4% in Robusta. Sono stati condotti diversi studi sul metabolismo e biosintesi della 
caffeina che hanno permesso di conoscere i geni coinvolti (Moisyadi et al., 1998, 1999; 
Ogawa et al., 2001; Mizuno et al., 2003a, 2003b; Uefuji et al., 2003) e ad oggi rimane 
la via metabolica maggiormente studiata e conosciuta del caffè. Mizuno e Uefuji (2003) 
scoprirono che gli  enzimi  coinvolti  nel  metabolismo della  caffeina (caffeina  sintasi, 
teobromina  sintasi  e  7-metilxantosina  sintasi),  sono espressi  durante  tutta  la  fase  di 
crescita del frutto,  ma non nella fase conclusiva di  maturazione in cui la caffeina è 
accumulata nel seme (Mizuno et al., 2003a, 2003b; Uefuji et al., 2003).
Altre ricerche sono state fatte sui geni codificanti per  proteine di riserva (De 
Castro et al., 2006), geni coinvolti nel metabolismo degli acidi clorogenici (Campa et  
al., 2003; Hoffmann et al., 2003) e degli zuccheri (Geromel et al., 2005, 2006) ed infine 
sono stati studiati anche i geni espressi durante la maturazione del pericarpo (Pereira et  
al.,  2005).  Queste  analisi  hanno  fatto  luce  su  una  piccolissima  parte  dell'universo 
genetico che regola lo sviluppo e la maturazione del seme di caffè.
Come nella maggior parte delle piante, tutti i composti biochimici accumulati 
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nei tessuti maturi o sono sintetizzati  ex novo o sono sintetizzati in altri organi (come 
foglie o pericarpo) e poi trasportati nel frutto maturo. La maggior parte dell'attività di 
sintesi è stata individuata durante la fase di crescita dell'endosperma, tra le 12 e le 24 
settimane dopo la fioritura (De Castro et al., 2005), mentre è stato osservato da Lin et  
al. (2005)  che  l'espressione  genica  appare  molto  diversa  durante  le  varie  fasi  di 
maturazione di Coffea, facendo intuire l'esistenza di una cascata di eventi contigui che 
porta  alla  maturazione finale  della  drupa.  Purtroppo ancora oggi  ci  sono ben poche 
informazioni genetiche disponibili per studiare e analizzare le vie metaboliche di tutti 
quei composti biochimici importanti nella definizione della qualità del caffè.
1.6.3 Qualità: l'ambiente.
La qualità di una bevanda è influenzata anche dalle caratteristiche geografiche 
e climatiche in cui una determinata varietà è coltivata (Bertrand et al., 2006; Leroy et  
al., 2006). Le condizioni ecologiche e agronomiche associate a particolari condizioni 
climatiche (composizione del suolo, altitudine e distribuzione delle ore di sole) possono 
influenzare la composizione di una bevanda e quindi le sue caratteristiche qualitative. 
Ad esempio su terreni vulcanici crescono piante la cui qualità di caffè è molto “acida”. I 
raggi del sole incidono sulla fioritura e sulla maturazione delle drupe e la crescita in 
ombra può ridurre fino al 20% la resa di una pianta (Vaast et al., 2004). Anche gli acidi 
clorogenici,  il  saccarosio e la trigonellina hanno concentrazioni più elevate nei semi 
maturati sotto il sole rispetto a quelli maturati in ombra, suggerendo che per le drupe 
cresciute all'ombra ci sia una incompleta maturazione con un conseguente incremento 
dell'amarezza e dell'astringenza della bevanda (Muschler et al., 2001)
1.6.4 Qualità: l'uomo.
Un altro aspetto importante da considerare durante la definizione della qualità, 
sono i metodi di raccolta ed i trattamenti post-raccolta della filiera di produzione che 
possono influire positivamente o negativamente sul prodotto finale pronto per essere 
consumato. La raccolta manuale (picking) è molto selettiva, consente di avere solo le 
drupe più mature e di conseguenza una qualità migliore della bevanda; invece con il 
metodo meccanico (stripping)  vengono raccolte  sia  drupe  mature  che immature,  sia 
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perfette  che  con difetti,  senza  nessuna distinzione  e  di  conseguenza  con una  minor 
qualità finale (Leroy et al., 2006). Joët  et al (2009) hanno dimostrato che a parità di 
trattamento post-raccolta eseguito, gli zuccheri liberi totali, il contenuto di caffeina e gli 
acidi  clorogenici  non  subiscono  modificazioni  quantitative.  In  conclusione  si  può 
definire che è solo il grado di maturazione dei frutti che va ad influire sulla qualità 
finale.
Per quanto riguarda i metodi di lavorazione delle drupe, si può affermare che il 
procedimento lavato (wet processing) causa un forte aumento della concentrazione dei 
polisaccaridi di parete e dei lipidi suggerendo un'intensa riconversione metabolica. Gli 
zuccheri risultano comunque i più diversificati durante il trattamento umido rispetto a 
quello asciutto, con una minor concentrazione nel primo rispetto al secondo (Joët et al 
2009). Un caffè arabica lavato è molto aromatico con una leggera acidità e astringenza, 
mentre la versione naturale (“dry process”) sarà meno aromatica e acida, ma con un 
corpo preponderante (Selmar et al., 2006).
1.7 EFFETTI FISIOLOGICI DEI DIVERSI TRATTAMENTI POST-
RACCOLTA.
Dopo la fase di raccolta le drupe vengono sottoposte a trattamenti specifici per 
liberare i chicchi di caffè dalla polpa. Uno degli aspetti che negli ultimi anni ha attirato 
l'attenzione dei ricercatori è lo studio degli eventi metabolici che avvengono nel seme 
nel breve periodo tra la raccolta e la completa essiccazione del frutto. Da un punto di 
vista biologico, dopo i processamenti post-raccolta, il seme disidratato è in uno stato di 
quiescenza,  ma ancora vitale  e  metabolicamente attivo.  In questo periodo il  seme è 
sottoposto ad un enorme stress sia  idrico che osmotico (ma anche termico nel  caso 
dell'asciugatura forzata ad aria calda) causato dalla disidratazione forzata ed è quindi 
naturale che al suo interno si attivino dei meccanismi di reazione allo stress.
Il  Professor  Selmar  (Selmar  et  al  2001;  Selmar  et  al  2004a)  ha  messo  in 
evidenza  come  il  chicco  di  caffè  sia  un  organismo  vivo  che  reagisce  in  modo 
differenziato ai  diversi  stress e  alle diverse situazioni in cui viene a trovarsi  e tutte 
queste  reazioni  hanno  un’influenza  importante  sulla  qualità  del  prodotto  finale.  Le 
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prime  indicazioni  di  attività  metabolica  nel  seme  sono  state  osservate  analizzando 
l'acido γ-aminobutirrico (GABA). Questo composto si forma mediante una reazione di 
α-decarbossilasi,  dove  l'enzima  glutammato  decarbossilasi  (GAD) trasforma  L-
glutammato in GABA.  A seconda della modalità di  trattamento,  i  campioni di  caffè 
verde presentavano diverse quantità di GABA, un noto metabolita da stress idrico e in 
particolare nei semi trattati per via secca il suo livello era molto più alto rispetto ad i 
campioni lavati. Dato che la lavorazione per via secca dura circa il doppio di quella per 
via umida, è facilmente ipotizzabile che il seme rimanga attivo più a lungo e abbia più 
tempo per reagire allo stress idrico sintetizzando maggiori quantità di GABA (Bytof et  
al 2004; Bytof et al 2005). 
Un'altra  scoperta  molto  importante  è  che  nel  corso  della  lavorazione  post-
raccolta nel seme di caffè si attivano processi di germinazione indicati dall’attività dei 
geni marcatori  β-tubulina ed isocitrato liasi (Selmar  et al  2004b; Selmar  et al  2006; 
Bytof et al 2007). La β-tubulina ha un ruolo fondamentale nell'assemblare i microtubuli 
durante  la  divisione  cellulare,  mentre  l'isocitrato  liasi,  un  enzima  del  metabolismo 
energetico, fornisce l'energia necessaria alla divisione cellulare durante il processo di 
germinazione.  Questa  attività  ha  dinamiche  temporali  diverse  nei  diversi  metodi  di 
trattamento:  durante  il  processo  lavato  la  massima  attività  si  ha  2  giorni  dopo  la 
raccolta, mentre nel metodo asciutto si verifica circa una settimana dopo l’inizio della 
lavorazione. In entrambi i casi la germinazione si blocca quando il contenuto in acqua 
del seme scende a livelli inferiori al 25%, troppo bassi per consentire la normale attività 
metabolica.
Studiando la composizione chimica del caffè verde è stato possibile individuare 
delle differenze significative tra caffè sottoposti a trattamento naturale e lavato: nei caffè 
naturali c'è una maggiore predominanza di composti solubili che influiscono sul “corpo” 
della bevanda. Questa differenza viene spiegata attraverso il fenomeno osmotico. Nei 
caffè naturali durante l'asciugatura delle drupe, si viene a creare un gradiente osmotico 
tra la polpa (mesocarpo) e il seme (endosperma) con una migrazione verso quest'ultimo 
di diversi composti zuccherini. Viceversa nei caffè lavati c'è una perdita dei composti 
solubili pari a 0,7% rispetto al peso totale del seme, sia con la fermentazione sia durante 
il lavaggio con la diffusione verso la componente acquosa dei vari composti. (Wotton et  
al., 1971). Durante la fermentazione circa un terzo della componente persa è costituita 
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da zuccheri ed anche il contenuto minerale risulta essere minore nel prodotto lavato 
rispetto a quello naturale (Illy et al., 2005). Questi fenomeni, in particolare la differenza 
nel contenuto degli zuccheri fruttosio e glucosio, che è decisamente inferiore nel caffè 
lavato  rispetto  a  quello  naturale,  sembrano  in  parte  spiegare  le  diverse  qualità 
organolettiche tradizionalmente riconosciute ai due metodi di lavorazione post-raccolta. 
Questa  osservazione  è  compatibile  anche  con  i  diversi  livelli  di  attivazione  e 
mobilizzazione  delle  riserve  metaboliche  nel  seme,  in  funzione  della  germinazione 
(Knopp et al, 2006).
Chiaramente  ogni  metodo  presenta  i  suoi  vantaggi  e  svantaggi.  Il  metodo 
naturale è più economico, ma il processo di asciugatura è molto lento ed avviene con il 
seme  ancora  racchiuso  dalla  polpa  quindi  il  prodotto  è  esposto  al  processo  di 
fermentazione che può rovinare la qualità del caffè. Il metodo lavato invece elimina 
subito polpa e mucillagine, riducendo così il rischio di fermentazione ed accorciando i 
tempi  di  asciugatura.  In  questo  modo  il  prodotto  finale  dovrebbe  essere  di  qualità 
superiore anche se in realtà abbiamo appena dimostrato che diversi composti solubili 
vengono maggiormente persi.
Un aspetto contraddittorio ma importante da considerare durante la definizione 
della  qualità  del  caffè  naturale  è  dato  dalla  minor  cura  nella  raccolta  delle  drupe; 
vengono infatti  raccolte  drupe  in  qualsiasi  stato  di  maturazione  che  quindi  possono 
apportare caratteristiche negative alla bevanda finale. Nei caffè lavati  invece c'è una 
maggiore selezione delle ciliegie perché in base al loro grado di sviluppo saranno più 
pesanti (drupe immature) o meno pesanti (drupe secche), creando quindi 3 flussi, di cui 
quello  centrale  risulta  essere  quello  con  l'adeguato  grado  di  maturazione  (Bytof  et  
al.,2000).
Le  proteine  di  riserva,  che  rappresentano  circa  il  45% delle  proteine  totali 
presenti  nel  chicco  di  caffè,  sono  state  caratterizzate  come  fondamentali  fonti  di 
amminoacidi e composti azotati per la germinazione dei semi (Rogers et al., 1999). In 
ambiente  riducente  i  precursori  proteici  maturi  generano  una  subunità  ad  alto  peso 
molecolare (subunità α di circa 32KDa) ed una a basso peso molecolare (subunità β di 
22  Kda)  facilmente  rilevabili  in  elettroforesi  bidimensionale.  Gli  esperimenti  hanno 
dimostrato che in semi immaturi gli spot proteici su gel sono molto confusi e non ben 
definiti rispetto ai risultati ottenuti con semi maturi. Gli stessi campioni non maturi sono 
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stati  trattati  con  agenti  riducenti  e  il  profilo  proteico è  risultato  simile  a  quello  dei 
campioni maturi. Ciò dimostra che con la maturazione del chicco si viene a creare un 
ambiente riducente che influisce in modo positivo sulle proteine di riserva e quindi sulle 
qualità della bevanda (Montavon et al., 2003).
Un ruolo chiave durante la generazione del profilo aromatico di una bevanda di 
caffè  è  giocato  dagli  amminoacidi.  È stato  dimostrato  come durante  la  reazione  di 
Maillard nella torrefazione i gruppi amminici liberi reagiscono con gli zuccheri e dopo 
la loro decomposizione vadano a formare una percentuale rilevante dell'aroma (Amrani-
Hemaimi  et  al.,  1997).  Arnold  et  al.,  (1996) hanno  analizzato  le  modificazioni 
amminoacidiche nei chicchi verdi dopo i  trattamenti  post-raccolta e i  risultati  hanno 
dimostrato  che  nei  caffè  naturali,  sottoposti  a  disidratazione  con  il  sole,  la 
concentrazione  di  alcuni  amminoacidi  varia  (l'acido  glutammico  aumenta,  l'acido 
aspartico diminuisce), mentre nei prodotti lavati, in cui entra in gioco la fermentazione, 
non ci sono modificazioni evidenti. In questo modo viene dimostrato come la qualità e 
la quantità di amminoacidi vari a seconda del trattamento post-raccolta adottato.
Assieme ai  composti  azotati  (come amminoacidi  liberi  e  peptidi),  anche  gli 
acidi  clorogenici non  ossidati  contribuiscono  allo  sviluppo  dell'aroma  e  delle 
caratteristiche qualitative  del  caffè  (Montavon  et  al.,  2005).  Durante  la  maturazione 
della  drupa,  l'espressione  e  l'attivazione  di  enzimi  riducenti  e  gli  aspetti  metabolici 
influenzano in modo preponderante l'ambiente.
Nel caffè verde trattato con il  metodo semi-lavato,  le caratteristiche chimico-
fisiche ed aromatiche della bevanda si pongono in una situazione intermedia compresa 
tra i due estremi che sono i caffè naturali e lavati.
1.8 ANALISI DEL TRASCRITTOMA IN DRUPE IN VIA DI SVILUPPO IN 
Coffea arabica.
Grazie al crescente sviluppo di numerosi progetti di sequenziamento genomico 
e alla costruzione di librerie di cDNA, che hanno permesso lo sviluppo e l'analisi di EST 
(Expressed Sequence  Tags)  in  svariati  organismi,  si  è  verificato  anche  un crescente 
interesse per  la  genomica  in  campo vegetale.  Con il  rapido  sviluppo di  tecniche  di 
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sequenziamento  sempre  più  veloci  ed  efficienti,  è  stato  possibile  identificare, 
caratterizzare e sequenziare un gran numero di geni e di genomi di diversi organismi 
vegetali. Per alcuni organismi ormai i genomi sono ben noti e studiati; un esempio è 
Arabidopsis thaliana, l'organismo vegetale scelto come modello per la ricerca genetica e 
genomica (Walbot,  2000;  Meinke  et  al.,  1998).  Tutto  ciò,  combinato alla  facilità  di 
accesso alle diverse informazioni data dall'esistenza in rete di banche dati pubbliche 
specializzate, ha reso possibile un nuovo approccio allo studio dell'espressione genica. 
Sempre più spesso un nuovo gene può venir identificato semplicemente in base alla sua 
omologia con sequenze già presenti in banche dati pubbliche (Bevan  et al., 1998). Il 
principio  si  basa  sull'analisi  in  silico,  ovvero  a  livello  informatico,  ottenendo  in 
pochissimo tempo e a costi ridottissimi notevoli informazioni sulla struttura e possibile 
funzione di un gene (Mekhedov et al., 2000).
Sull’onda  di  queste  ricerche,  anche  nell'ambito  del  caffè  si  è  assistito  alla 
nascita di  diversi  progetti  genomici.  Non va dimenticato che i primi passi in questo 
campo sono stati compiuti dal Laboratorio di Genetica del Dipartimento di Scienze della 
Vita dell’Università di Trieste, che ha sviluppato la prima collezione EST di C. arabica 
(Pallavicini  et  al,  2001)  ed  il  primo  cDNA  microarray sempre  di  Coffea  arabica 
(Pallavicini  et  al,  2001;  De  Nardi  et  al,  2006),  mentre  Leroy  et  al  (2005)  hanno 
costruito e analizzato la prima libreria BAC di C. canephora. Vieira et al (2006) hanno 
sviluppato il  Brasilian Coffee Genome Project,  che ha portato al  sequenziamento di 
circa 150'000 EST sia di C. arabica che di C. canephora; mentre la Cornell University, 
con la collaborazione della Nestlè, ha sequenziato ulteriori 50'000 EST (Lin et al, 2005) 
sempre da  C. canephora. Ulteriori studi sono stati fatti anche sull'espressione genica: 
Salmona et al (2008) hanno sviluppato un macroarray di cDNA di drupa a vari stadi di 
maturazione, contenente sia sequenze di C. canephora che di C. arabica. Per ultimo ma 
non meno importante bisogna ricordare il sequenziamento di  C. arabica, descritto in 
questa tesi, che ha portato ad un'arricchimento di circa 148.777 sequenze disponibili sul 
sito www.  coffeedna  .net  . Questo lavoro ha visto l'utilizzo in parallelo di due tecniche di 
sequenziamento: il sequenziamento a terminazione di catena o metodo di Sanger, ed un 
metodo ad alta processività, il  pirosequenziamento (o sequenziamento per sintesi).  Il 
campione è costituito da una collezione di cDNA di drupa in varie fasi di sviluppo che è 
stato  sottoposto  alla  normalizzazione  attraverso  l'utilizzo  di  una  nucleasi  specifica 
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(Venier et al., 2009). La normalizzazione sfrutta la diversa cinetica di ibridazione delle 
doppie eliche di acidi nucleici (Soares, 2009). I cDNA più abbondanti, appaiandosi più 
rapidamente,  vengono  riconosciuti  dall'enzima  Duplex-specific  Nuclease  (DSN)  che 
taglia questi doppi filamenti,  aumentando il numero dei trascritti  meno rappresentati, 
che risultano essere a singolo filamento, fino a rappresentare idealmente ogni sequenza 
lo  stesso  numero  di  volte.  Questa  procedura,  se  da  un  lato  porta  ad una  perdita  di 
informazione sull'espressione genica, dall'altro facilita lo studio di eventuali trascritti 
poco espressi. In questo modo è possibile avere un quadro completo dell' espressione 
genica  base  per  un  determinato  tessuto  o  organo  che  funzioni  in  condizioni 
omeostatiche.
Questo nuovo patrimonio di conoscenza, e soprattutto il fatto che la maggior 
parte di questi dati sono stati resi pubblici (ad eccezione delle EST brasiliane), consente 
di ipotizzare che nel prossimo futuro si assisterà ad una proliferazione di studi e ricerche 
di questo tipo. È auspicabile che questo permetta di chiarire aspetti della genomica del 
caffè rimasti finora oscuri per la mancanze di sufficienti conoscenze di base su questa 
pianta.
1.9 STUDIO DELL'ESPRESSIONE GENICA IN SEMI VERDI DI Coffea  
arabica SOTTOPOSTI A DIVERSI TRATTAMENTI POST-RACCOLTA.
Nello studio di un organismo, per comprendere come i geni vengono espressi e 
come intervengono nei processi metabolici e regolativi della cellula, è indispensabile 
prendere in esame le molecole di RNA depositarie dell'informazione genetica al di fuori 
del nucleo. Questa è una molecola molto delicata, difficile da manipolare e analizzare; 
appare quindi evidente che lo studio dell'RNA si  deve basare su tecniche più fini  e 
sofisticate  rispetto  a  quelle  utilizzate  nello  studio  del  DNA.  Inoltre  solo  una 
piccolissima  percentuale  (1-5%)  dell'RNA  totale  è  responsabile  dell'informazione 
genetica e si identifica nell' RNA messaggero (mRNA). Questa popolazione comprende 
svariate  migliaia  di  trascritti,  ognuno presente  in  un  numero  di  copie  relativamente 
basso.
Lo studio dei  geni  può essere  inteso principalmente  in  due  modi:  lo  studio 
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dettagliato di un singolo, o pochi geni, nell'ambito di una ben precisa via metabolica, 
oppure uno studio più ampio, mirato a studiare il profilo trascrittomico di un tessuto o di 
un organismo. Nel primo caso la strategia di  analisi  parte da un campo di indagine 
ristretto,  che  si  andrà  poi  allargando  mano  a  mano  che  viene  fatta  luce  sulle 
caratteristiche del gene in esame e sulle interazioni nelle vie metaboliche in cui viene 
espresso. Nel secondo approccio si parte invece dallo studio dell'intero complesso di 
geni espressi in un tessuto, con lo scopo finale di individuarne le peculiarità e poi porre 
l'attenzione sui geni più importanti e significativi.
Lo studio del profilo di espressione genica in campioni di caffè verde trattati 
con  diverse  metodiche  post-raccolta,  parte  dall'analisi  di  alcune  vie  metaboliche 
correlate alle possibili qualità organolettiche della bevanda di caffè.
1.9.1. Putativi geni marcatori selezionati
L'analisi delle letteratura e la successiva ricerca di informazioni attraverso le vie 
metaboliche e biochimiche che regolano la funzionalità cellulare e tissutale delle piante, 
ha permesso di identificare alcuni trascritti coinvolti nelle seguenti attività cellulari:
MARCATORI ASSOCIATI ALLO STRESS E ALLA GERMINAZIONE.
È ben noto che nel corso  della lavorazione post raccolta, nel seme di caffè si 
attivano processi di germinazione indicati dall’attività dei geni β-tubulina ed isocitrato 
liasi, mentre l'enzima glutammato decarbossilasi (GAD) viene attivato nelle situazioni 
di stress (cfr. 1.7 introduzione).
ENZIMI COINVOLTI NELLA SINTESI DELLA CAFFEINA E DEGLI ACIDI  
CLOROGENICI.
Caffeina ed acidi clorogenici hanno un ruolo fondamentale nel determinare il 
gusto amaro della bevanda (cfr. 1.6.1 introduzione).
Nella sintesi della caffeina un ruolo importante è giocato dall'enzima caffeina 
sintasi che partecipa alle ultime due reazione della via biosintetica. La via di biosintesi 
degli  acidi  clorogenici  è  molto  complessa  e  articolata,  con  diversi  enzimi  che 
intervengono  su  una  o  più  reazioni  contemporaneamente:  l'enzima  p-coumaroyl-3 
idrossilasi agisce  a  livello  di  3  distinte  reazioni  che  portano  alla  formazione  di  3 
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composti  divesi:  acido  caffeico,  caffeoil  CoenzimaA,  l'aldeide  caffeoinica;  mentre 
l'enzima  shikimate  idrossil  transferasi è  una  transferasi  che  trasforma  coumaroyl 
coenzimaA e shikimate in p-coumaroyl-shikimate e coenzimaA (Figura 3.).
Figura 3. Parte della via biosintetica degli acidi clorogenici: cerchiati gli enzimi di nostro 
interesse: 1.14.13. (p-coumaryl idrossilasi) e 23.1.133 (shikimate idrossil transferasi).
Joët  et al (2009) hanno dimostrato che a parità di trattamento post-raccolta, il 
contenuto di caffeina e degli acidi clorogenici non subiscono modificazioni quantitative. 
Secondo questa teoria è solo il grado di maturazione dei frutti che va ad influire sulla 
qualità finale.
ENZIMI COINVOLTI NELLA BIOSINTESI DEGLI ORMONI NELLE PIANTE.
La  geranil  transferasi e  la  riduttasi  5-α  steroidea  sono  enzimi  che 
intervengono  nella  biosintesi  degli  ormoni  delle  piante  (o  fitormoni).  Questi  sono 
composti chimici che fungono da segnali molecolari e permettono la regolazione della 
crescita  delle  piante  (formazione  dei  fiori  e  delle  foglie,  maturazione  e  crescita  dei 
frutti).
La geranil  transferasi  è uno degli enzimi della biosintesi dell'acido abscisico 
(Figura 4.) e interviene in diversi processi delle piante bloccando la divisione cellulare 
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(da Silva et al., 2004), per cui gioca un ruolo fondamentale nella dormienza dei semi, 
nello  stress  ambientale  (forte  perdita  di  acqua  o  abbassamento  della  temperatura 
ambientale) e nei patogeni delle piante.
Figura 4. Via biosintetica dell'acido abscisico. Cerchiato l'enzima geranil transfersi.
L'acido  abscisico  inibisce  l'attività  delle  endo  β-mannanasi,  enzimi 
indispensabili per l'indebolimento dell'endosperma che favorisce l'uscita della radichetta 
embrionale  (da Silva  et al., 2004; Pinto et al., 2007). Questo composto blocca anche 
l'attività e la riorganizzazione dei microtubuli indispensabili per la divisione cellulare, 
blocca la replicazione del DNA nell'asse embrionale e reprime la formazione di tutte 
quelle strutture secondarie indispensabili per completare la germinazione (da Silva  et  
al., 2008).
L'enzima riduttasi 5-α steroidea interviene nell'ultima reazione della biosintesi 
dei fitormoni steroidei (brassinosteroidi) (Figura 5.). Questi ormoni giocano un ruolo 
importante nello sviluppo della pianta, favorendo la germinazione, l'allungamento e la 
divisione  cellulare.  Piante  mutanti  in  cui  si  presentava  un'overespressione  di  questo 
enzima  risultavano  più  grandi  e  robuste,  con  una  crescita  più  veloce  e  maggiore 
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produttività del raccolto e della biomassa (Steber et al., 2001).
Figura 5. Via biosintetica degli ormoni steroidei. Cerchiato l'enzima riduttasi 5-α steroidea.
Diversi  studi  hanno  dimostrato  che  l'acido  abscisico  e  i  brassinosteroidi 
interagiscono tra loro regolando l'espressione di centinaia di geni e governando quindi 
diversi  processi  biologici.  Tuttavia,  se  la  loro  interazione  avvenga  attraverso  una 
modifica  o  un'intersezione  delle  loro  cascate  di  segnali,  oppure  attraverso  vie 
indipendenti o parallele rimane un grande mistero (Zhang et al., 2009).
ENZIMI  COINVOLTI  NELLA  BIOSINTESI  E  NELLA  DEGRADAZIONE 
DEGLI ACIDI GRASSI
L'acido grasso sintasi interviene nella biosintesi degli acidi grassi che ha luogo 
nei  plastidi  a  partire  da  molecole  di  acetil-Coenzima  A.  L'accumulo  di  acidi  grassi 
avviene  generalmente  sotto  forma  di  triacilgliceroli,  che  rappresentano  i  maggiori 
composti presenti nei semi; infatti nel seme si può avere fino al 12-18% del peso secco 
di lipidi totali, che aumentano al 14,5-20% dopo la tostatura. Il ciclo della β-ossidazione 
avviene nei plastidi ad opera di diversi enzimi tra cui l'enoil CoA idratasi e comporta la 
degradazione  degli  acidi  grassi  in  acetil-Coenzima  A che  poi  viene  convertito  in 
glucosio nel ciclo della gluconeogenesi e dei gliossilati. Questi composti hanno un ruolo 
importante  nella  germinazione  del  seme  perchè  forniscono  l'energia  necessaria, 




ENZIMI COINVOLTI NELLA GLICOLISI E GLUCONEOGENESI.
Glicolisi  e  gluconeogenesi  sono  due  reazioni  inverse  e  fondamentali  per  la 
rapida produzione di energia. Mentre nella glicolisi il glucosio è convertito a molecole 
semplici  con  la  produzione  di  energia,  nella  gluconeogenesi  il  glucosio  è  prodotto 
partendo da precursori non glucidici (come aminoacidi, glicerolo, etc..) fornendo quindi 
la materia prima per la produzione energetica.
L'aldolasi è  un  enzima  appartenente  alla  classe  delle  liasi,  che  catalizza  la 
degradazione del D-fruttosio 1,6-bifosfato in diidrossiacetone fosfato e D-gliceraldeide 
3-fosfato (Figura 10.). Tale reazione è uno step della glicolisi che porta alla formazione 
di 2 triosi ciascuno con un gruppo fosfato (diidrossiacetone fosfato e gliceraldeide 3-
fosfato).  Questo  enzima  è  in  grado  di  agire  anche  nella  reazione  inversa:  una 
condensazione aldolica di 2 triosi in un esoso in forma aldeidica.
L'enzima  piruvato  chinasi catalizza  l'ultima  reazione  della  glicolisi 
convertendo  ADP  e  fosfoenolpiruvato  in  ATP  e  piruvato (Figura  6.).  Il  piruvato 
successivamente  è  trasportato  nei  mitocondri  per  essere  usato  come substrato  della 
respirazione:  qui  avviene  la  decarbossilazione  ossidativa  (perdita  di  biossido  di 
carbonio) ad opera dell’enzima piruvato deidrogenasi che trasforma il piruvato in acetil-
CoA. La  piruvato  chinasi  garantisce  la  produzione  di  ATP solo  in  caso  di  effettivo 
bisogno: viene regolata dal fruttosio-1,6-bisfosfato per la produzione di energia, mentre 
elevate  concentrazioni  di  ATP  inibiscono  allostericamente  l'enzima,  riducendo  la 
velocità  della  glicolisi.  La  piruvato  chinasi  catalizza  una  reazione  irreversibile, 
probabilmente sito  di  regolazione primario della  glicolisi  e della  respirazione,  come 
indicato in diversi studi biochimici fatti nei mammiferi (Pilkis et al., 1992), nei batteri 
(Teusink et al., 2000) e nelle piante (Schwender et al., 2004; Plaxton et al., 2006).
28
Introduzione
Figura 6. Immagine riassuntiva della glicolisi: cerchiati gli enzimi aldolasi e piruvato 
chinasi.
ENZIMI  COINVOLTI  NEL  METABOLISMO  DEL  SACCAROSIO  E  
DELL'AMIDO E NEL TRASPORTO DEGLI ZUCCHERI.
Gli zuccheri giocano un ruolo molto importante sia come fonte di carbonio ed 
energia, sia come molecole segnale: esosi e disaccaridi intervengono in diversi pathway 
molecolari (Loreti et al., 2001; Rolland et al., 2006). Il glucosio è in grado di regolare 
processi  come la  germinazione,  la  crescita,  la  fioritura  e  la  senescenza  delle  piante 
(Gibson et al.,2000 e 2005; Smeekens et al., 2000; Rolland et al. 2006), agendo come 
segnale  cellulare  strettamente correlato alle  vie  biosintetiche  e  di  trasmissione  degli 
ormoni, e in particolar modo con l'attività dell'acido abscisico (Finkelstein et al., 2001; 
Gazzarini et al., 2001; Leo´n et al., 2003; Rook et al., 2006; Dekkers et al., 2008). Tang 
et al. nel 2009, hanno evidenziato nel riso una stretta correlazione tra la concentrazione 
di ABA e l'attività dell'enzima saccarosio sintasi: con l'aumento della quantità di ABA 
aumentano sia l'attività enzimatica sia l'espressione proteica dell'enzima. Li et al. (2006) 
hanno dato prova in Arabidopsis, che circa il 14% dei geni regolati da ABA, agiscono 
anche  in  risposta  al  glucosio  e  questi  includono  geni  coinvolti  nello  stress,  nel 
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metabolismo del nitrogeno e dei carboidrati e nella trasduzione dei segnali. Gli autori 
hanno identificato anche un gruppo di geni sinergicamente regolati da ABA e glucosio, 
di cui fa parte anche l'ApL3 (subunità grande dell'ADP pirofosforilasi), coinvolto a sua 
volta nella biosintesi  dell'amido (Li  et al.,  2006; Akihiro  et al.,  2005).  Knopp  et al, 
(2006) hanno riscontrato una differenza nel contenuto degli zuccheri fruttosio e glucosio 
(utilizzati nella reazione dell'enzima saccarosio sintasi) nei metodi di lavorazione post-
raccolta; in particolare questi zuccheri sono inferiori nel caffè lavato rispetto a quello 
naturale, con conseguente maggior concentrazione di saccarosio nei caffè lavati rispetto 
a quelli naturali.
L’amido è il carboidrato di riserva delle piante, nelle quali viene immagazzinato 
come fonte energetica dopo essere stato prodotto per via enzimatica a partire da singole 
molecole  di  glucosio  ottenute  a  loro  volta   dalla  fotosintesi  clorofilliana.  Questo 
polisaccaride  si  ritrova  nei  frutti  e  nei  semi  delle  piante  ed  è  sitetizzato  ad  opera 
dell'enzima amido sintasi.
L'enzima invertasi catalizza la reazione irreversibile di idrolisi del saccarosio in 
glucosio e fruttosio ed è coinvolto in diversi aspetti del ciclo vitale della pianta e nelle 
risposte agli stimoli ambientali. Cheng et al. (1996) hanno dimostrato che semi mutanti 
per  l'enzima invertasi  in  Zea mais,  non crescono e  l'endosperma non è  in  grado di 
svilupparsi. Secondo le ricerche di Knopp et al, (2006) si riscontra una maggiore attività 
di questo enzima nei caffè naturali rispetto a quelli lavati.
Le  proteine  trasporatrici  di  esosi sono  invece  coinvolte  nel  trasporto  di 
carboidrati  all'interno dei tessuti  hanno un ruolo fondamentale come regolatori  delle 
riserve di questi composti.
Il  livello  specifico di  glucosio,  saccarosio e  amido può essere  correlato con 
diverse fasi di sviluppo del seme (Borisjuk et al., 2004). Embrioni in via di sviluppo, 
parallelamente  all’accumulo  di  sostanze  di  riserva,  passano  da  una  crescita 
prevalentemente per divisione ad una caratterizzata da distensione cellulare. Il controllo 
di  tale  passaggio  viene  regolato  sia  dagli  zuccheri  che  dell'acido  abscisico  (ABA). 
Inoltre, nelle prime fasi di sviluppo embrionale i livelli dell'enzima invertasi sono molto 
alti e di conseguenza è presente un alto rapporto esosi/saccarosio. In seguito si assiste 
invece ad una progressiva diminuzione dell'attività invertasica e all'aumento dell'attività 
degli enzimi saccarosio-fosfato-sintetasi e saccarosio-sintetasi, con una diminuzione del 
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rapporto esosi/saccarosio (Finkelstein et al., 2002).
1.9.2. Geni di riferimento nella real time PCR per i campioni di caffè.
Lo studio dell'espressione genica è stato attuato con la tecnica della  real time 
PCR o PCR quantitativa che consente di identificare e misurare un particolare trascritto 
in modo rapido,  sensibile e altamente specifico a partire da piccolissime quantità di 
materiale di partenza (pochi ng di RNA) (Rajeevan et al., 2001; Al-Taher et al., 2000).
Questa analisi permette di avere un dato di espressione relativa di un target che 
viene quantificato, normalizzando contro qualcosa di costitutivo (gene di riferimento) 
(Radonić et al., 2003; Bustin 2002). Nella quantificazione relativa bisogna essere sicuri 
che  quantità  equivalenti  siano  paragonabili.  Un  reference  gene,  o  anche  definito 
housekeeping gene, è un gene il cui livello di espressione è costante attraverso tutti i 
campioni e la cui espressione non è alterata da nessuna condizione di reazione (Thellin 
et  al.,  1999): è colui che mi permette la normalizzazione e questa fase è necessaria 
affinché risultati di campioni diversi possano essere paragonati. Come suggerito dalla 
recente letteratura l'utilizzo di un unico gene universale per la normalizzazione non è 
più accettabile (Lemay et al., 1996; Tang et al., 1996; Dent et al., 1997; Bustin et al., 
2005; Huggett et al.,  2005), ma sono necessari almeno due o tre geni di riferimento 
contemporaneamente, in modo da eliminare eventuali variabili relative al singolo gene 
normalizzante. La presenza di geni multipli come controlli interni viene proposta sia per 
ridurre l'errore sistemico che per migliorare l'accuratezza delle analisi. L'utilizzo di geni 
che hanno funzioni diverse all'interno della cellula è un buon metodo per avere dati di 
espressione veritieri.
Fino  ad  oggi  la  letteratura  vede  ancora  poche  pubblicazioni  che  analizzano 
l'espressione genica nel caffè. In generale, nelle piante, solo alcune specie sono state 
investigate in dettaglio nella ricerca di geni di riferimento specie-specifici e tra queste si 
ricordano:  il  riso  (Jain  et  al.,  2006;  Jain  et  al.,  2009;  Kim et  al.,  2003),  il  pioppo 
(Brunner et al., 2004), la patata (Nicot et al., 2005), la soia (Jian et al., 2008; Libault et  
al., 2008), l'Arabidopsis thaliana (Czechowski  et al.,  2005), il  pomodoro (Expòsito-
Rodrìguez et al., 2008), la vite (Reid et al., 2006) e la canna da zucchero (Iskandar et  
al., 2004).
Per la pianta di caffè la letteratura specifica dei geni di riferimento risulta molto 
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scarsa:  Salmona  et  al.,  2008,  Barsalobres-Cavallari et  al.,  2009,  Cruz  et  al.,  2009. 
Salmona  et al. (2008) hanno lavorato su tessuti di  Coffea arabica  in via di sviluppo, 
analizzandoli sia attraverso un  macroarray (costituito a partire da un database EST di 
circa 10.420 sequenza di  Coffea canephora) che attraverso la tecnica della  real time 
PCR. Dei vari possibili geni di riferimento da loro analizzati, solo uno mostrava stabilità 
di espressione: l'ubiquitina 10.
Nello  studio  di  Barsalobres-Cavallari et  al.  (2009)  invece  è  stata  posta 
l'attenzione  su  5  possibili  reference  genes,  studiati  in  diversi  tessuti  e  organi  della 
pianta. I campioni erano tessuti di Coffea arabica, ma anche in questo caso le sequenze 
da cui sono stati disegnati i  primer erano sequenze di  Coffea canephora. Fra i cinque 
geni, i più omogenei nell'espressione tissutale sono risulati tre: gliceraldeide-3-fosfato 
deidrogenasi  (GAPDH),  60S  proteina  ribosomiale  L7  (Rpl7)  e  la  proteina  14-3-3 
(appartenente ad una famiglia di molecole regolatorie conservate che hanno la capacità 
di legare una moltitudine di proteine funzionalmente diverse, come chinasi, fosfatasi e 
recettori transmembrana).
Cruz  et al.  (2009), lavorando su diversi tessuti  in diverse  cultivar di  Coffea 
arabica, in condizioni sia normali che di stress, hanno individuato che i reference genes  
migliori dipendono dalle diverse condizioni. Anche in questo studio le sequenze da cui 
sono stati disegnati i primer erano di Coffea canephora.
Con questi riferimenti di letteratura si vuole dimostare come le informazioni 
relative  ai  reference  genes specifici  per  campioni  di  Coffea  arabica  sono  scarse  e 
variabili;  non  esistono  dei  geni  universali  per  analizzare  l'espressione  genica  dei 
campioni di caffè e tutte le informazioni oggi presenti sono relative a campioni di  C. 
arabica  amplificati  con  primer disegnati  su  sequenze  di C.  canephora.  Infatti, 
prendendo  come  riferimento  questi  articoli,  tutte  le  sequenze  dei  primer sono  state 
disegnate  su  sequenze  presenti  nel  Network  SOL Genomics  (Solanaceae  Genome 
Project,  http://solgenomics.net/index.pl  ). Questo database è costituito da circa 47.000 
sequenze EST di  Coffea canephora var. robusta pubblicate dalla Cornell University e 
dalla Nestlè SA. La caratteristica fondamentale, data dal fatto che i database pubblici 
sono ricchi di sequenze di  C. canephora, deriva dalla semplicità di questo genoma in 
confronto all'allotetraploidia di  C. arabica; bisogna ricordare infatti che all'origine del 
genoma di Arabica c'è un incrocio di altri due genomi: C. canephora ed Eungenioides.
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Uno dei metodi per l'identificazione dei geni di riferimento più adatti, in base ai 
tessuti in esame, è costituito dall'utilizzo dal software geNorm™ (Vandesompele et al., 
2002),  che  è  un'applicazione  VBA (Visual  Basic  Applet)  per  microsoft  Excell che 
consente di determinare i geni di riferimento più stabili da un set di geni testati per un 
determinato  pannello  di  campioni.  Il  software calcola  la  misura  della  stabilità 
dell'espressione genica (definita come valore M) per ciascun  reference gene come la 
media delle coppie di variabilità per il gene di riferimento con tutti gli altri geni testati. 
L'esclusione graduale del gene con il valore più alto di M permette una classifica della 
stabilità di espressione dei geni testati. Tutti i principi di base e i calcoli specifici fanno 





2. SCOPO DELLA TESI.
Il lavoro di questa tesi è stato sviluppato su due fronti. Una prima parte della 
ricerca è stata dedicata alla costruzione, sviluppo ed analisi di sequenze EST (Expressed 
Sequence Tag) di drupe in via di sviluppo di  Coffea arabica per l'aggiornamento del 
database  locale  (www.coffeedna.net)  e  per  studi  di  espressione.  Successivamente  le 
informazioni  generate  dal  sequenziamento sono state  utilizzate,  attraverso la  tecnica 
della PCR quantitativa, per l'analisi del profilo di espressione genica di Coffea arabica. 
Sono  stati  identificati  16  geni  importanti  per  il  ruolo  determinante  in  diverse  vie 
metaboliche  e  biosintetiche.  Questi  regolano  i  livelli  di  alcuni  composti  associati  a 
caratteristiche  qualitative  della  bevanda,  quali  lipidi,  carboidrati,  caffeina  e  acidi 
clorogenici.
In particolare, è stato analizzato il ruolo di alcuni geni facendo il confronto fra:
 campioni provenienti da due località che hanno subito gli stessi trattamenti post-
raccolta (metodo naturale,  lavato e semilavato),  per individuare una possibile 
associazione  tra  il  profilo  dell'espressione  genica,  le  modalità  di  trattamento 
post-raccolta e le influenze geografiche;
 campioni prelevati in diverse fasi dell'essiccazione per identificare una relazione 
tra l'espressione genica ed il contenuto di acqua residua del seme.
In questa tesi si vogliono presentano i dati ottenuti in seguito al sequenziamento 
massivo e come le informazioni genetiche possano essere usate per monitorare diversi 





3. MATERIALI E METODI.
3.1. IMPLEMENTAZIONE DATABASE DI  C. ARABICA.  
3.1.1. COSTRUZIONE LIBRERIA DI cDNA NORMALIZZATO.
SINTESI PRIMA ELICA cDNA (SuperScript II, INVITROGEN).




1,5  µg  di  RNA  totale  è  retrotrascritto  secondo  il  protocollo  dell'enzima  SuperScript  II 
(Invitrogen) in termociclatore DNA Engine, MJ Research, PTC-200 (Genenco), con la seguente 
reazione:
Reagente Quantità Concentrazione finale
RNA totale 1,5 µg
attB2_oligodT (12 µM) 1 µl 2,4 µM
SMART16attB1_T3 (60 µM) 0,8 µl 9,6 µM
H2O RNase-free a volume
Volume finale 5 µl
Mescolare  e  centrifugare  brevemente,  poi  incubare  a  70°C  per  2’,  quindi  riporre 
immediatamente in ghiaccio. Aggiungere a ciascuna reazione la seguente miscela di reagenti:
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Reagente Quantità (µl) Concentrazione finale
5X SS II Buffer 2 1X
0.1 M DTT 1 0,02 M
dNTPs (10 mM each) 0,5 1 mM each
H2O RNase-free 0,5
SuperScript II 1 200 unità
Volume finale 5 µl
Mescolare e centrifugare brevemente. Incubare a 42°C per 1 ora.
Diluire metà della reazione del cDNA con acqua RNase free, in rapporto 1:5, se il materiale di 
partenza  era  RNA totale,  oppure  diluire  1:50,  se  il  materiale  di  partenza  era  mRNA.  Per 
bloccare la reazione incubare il campione, sia diluito che concentrato a 72°C per 7’.
Usare subito per amplificare o conservare a -20°C.
OTTIMIZZAZIONE DEI CICLI DI AMPLIFICAZIONE.
Per l'ottimizzazione del numero di cicli di amplificazione del cDNA usare una mix di enzimi: 
Phusion  HotStart  High  Fidelity  DNA Polymerase (Finnezymes)  e  Taq  BD  Advantage  2 
Polymerase  mix,  (Clontech). Per  50  µl  di  reazione  finale  usare  0,4  µl  di  enzima  Phusion 
HotStart che corrispondono a 0,8 unità (abbrevviato come Ph HS) e 0,5 µl di Taq Advantage 2 
Polymerase  mix  (abbrevviato  come  Adv.)  la  cui  composizione  specifica  in  unità  non viene 
fornita dalla ditta di produzione.






Per ciascun campione allestire la seguente reazione di PCR in termociclatore DNA Engine, MJ 
Research, PTC-200 (Genenco):
Reagente Quantità (µl) Concentrazione finale
H2O 36,1
5X Buffer Phusion HotStart 10 1X
dNTP mix (10 mM each) 1 0,2 mM
attB1_8T3 (12 µM) 0,5 120 nM
attB2 (12 µM) 0,5 120 nM
Mix Taq 0,9
cDNA diluito 1:5 1
Volume finale 50
Mescolare, centrifugare brevemente e amplificare con il seguente programma:
Step Temperatura Tempo n. cicli
Denaturazione iniziale 95°C 1’ 1
Denaturazione 95°C 15’’
15, 18, 21, 24Appaiamento 66°C 30’’
Estensione 68°C 3’
Ai cicli  15,  18,  21 e 24 prelevare 12 µl  dalla reazione di  PCR e controllarla in 1% gel  di 
agarosio con tampone 1X TAE con 0,5 μg/ml Etidio Bromuro. Determinare il numero ottimale 
di cicli  richiesti  per ogni campione in modo che il  double strand cDNA rimanga nella fase 
esponenziale  di  amplificazione (quindi  prima  di  raggiungere  il  plateau).  Il  ciclo  ottimale  è 
quello che precede il ciclo di plateau. Una volta stabilito il numero ottimale di cicli per ciascun 
campione, allestire alcune PCR (2-4) con i cicli ottimizzati di PCR.  Alla fine riunire le PCR 
dello stesso campione e controllare 5 µl del pool così ottenuto in 1% agarosio con tampone 1X 
TAE con 0,5 μg/ml Etidio Bromuro.
PURIFICAZIONE DEI CAMPIONI.
Tutti i campioni sono riuniti e purificati con il kit ‘Minelute PCR purification kit’ (Qiagen):
 aggiungere 5 volumi di buffer PB ad un volume di PCR (ad esempio 250 μl di buffer 
per 50 μl di reazione PCR) e mescolare bene in modo che il buffer si leghi al cDNA;
 trasferire il liquido in colonnina Minelute provvista di provetta da 2 ml per la raccolta 
del campione e centrifugare per 1 minuto a 13 000 rpm;
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 eliminare l'eluato e lavare la colonnina con 750 μl di wash buffer (20% buffer PE con 
l'aggiunta dell'80% di etanolo 96%) centrifugando 1 minuto a 13 000 rpm;
 centrifugare a vuoto 1 minuto a 13 000 rpm per eliminare eventuali  tracce di wash 
buffer e lasciar asciugare l'etanolo eventualmente rimasto;
 posizionare la colonnina in una provetta pulita da 1,5 ml e aggiungere 12 μl di buffer 
EB (10 mM Tris-HCl, pH 8.5) o di acqua RNase-free preriscaldati esattamente al centro 
della membrana; lasciare 1 minuto a temperatura ambiente (RT) e poi centrifugare per 1 
minuto a 13 000 rpm;
 ripetere l'ultimo passaggio con lo stesso eluato.
1  µl  del  campione  è  stato  quantificato  con  “Quant-iT™ dsDNA BR  Assay  Kit”  con  il 
fluorimetro Qubit (Invitrogen).
PREPARAZIONE E CONTROLLO DELL’ENZIMA DSN.
Per controllare l’efficienza dell’enzima procedere come segue :
 risospendere  l’enzima  (10  kU)  con  5  µl  di  DSN  storage  buffer mescolando 
delicatamente, centrifugare e lasciare a temperatura ambiente per 5 minuti;
 aggiungere 5 µl di glicerolo e conservare a -20°C;
Per la prova di funzionalità enzimatica:
 assemblare la seguente miscela in tubi da 0,2 ml:
Reagente Quantità (µl) Concentrazione finale
DNA controllo DSN (100 ng/µl) 4 400 ng
H2O 12
10X DSN master buffer 2 1X
Volume finale 18
 mescolare e centrifugare brevemente, quindi dividere 9 + 9 µl in due tubi marcati ‘C’ ed 
‘E’;
 aggiungere in ‘C’ 1 µl di  DSN storage buffer, in ‘E’ 1 µl di enzima DSN; mescolare 
gentilmente e centrifugare qualche secondo; aggiungere una goccia di olio minerale per 
evitare l’evaporazione; incubare in termociclatore DNA Engine, MJ Research, PTC-200 
(Genenco), a 65°C (tappo a 75°C) per 10 minuti;
 aggiungere 10 µl di 2X DSN stop solution, mescolare, centrifugare brevemente;
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 controllare 5 µl di ‘C’ ed ‘E’ in 1,5% agarosio con tampone 1X TAE  con 0,5 μg/ml 
Etidio Bromuro.
IBRIDAZIONE E TRATTAMENTO CON ENZIMA DSN (EVROGEN).
Preparare il  buffer  di  ibridazione:  4X Hybridization buffer  (200 mM HEPES pH=7,5;  2 M 
NaCl) preriscaldato a 37°C per 15-20 minuti.
Allestire la seguente reazione:
Reagente Quantità Concentrazione finale
attB-cDNA 200-2000 ng
4X hybridization buffer 4 µl 1X
H2O a volume
Volume finale 16 µl
Mescolare e centrifugare qualche secondo. Distribuire 4 µl della mix in 4 tubi e marcare le 
provette 1, ½, ¼, 0. Aggiungere una goccia di olio minerale e centrifugare per 2 minuti poi 
incubare a 98°C per 2 minuti,  quindi a 68°C per 5 ore in  termociclatore DNA Engine,  MJ 
Research, PTC-200 (Genenco).
Al termine dell’incubazione non rimuovere dal termociclatore.
Preriscaldare 22 µl di DSN master buffer a 68°C e allestire due diluizioni dell’enzima DSN:
Tubo Reagente (µl)
1/2 DSN storage buffer (1 µl ) + DSN enzyme (1 µl)
1/4 DSN storage buffer (3 µl) + DSN enzyme (1 µl)
Mescolare gentilmente, centrifugare brevemente e mettere in ghiaccio. Alla fine dell’ibridazione 
aggiungere 5 µl di DSN master buffer ai 4 tubi, mescolare, spinnare e riportare velocemente a 
68°C per 10 minuti.
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Aggiungere l’enzima come segue (rimanendo sempre a 68°C):
Tubo Reagente (µl)
1 DSN enzyme 1 (1 µl)
½ DSN enzyme 1/2 (1 µl)
¼ DSN enzyme 1/4 (1 µl)
0 DSN storage buffer (1 µl)
Incubare 25 minuti a 68°C.
Aggiungere 10 µl di DSN stop solution (preriscaldato a 68°C), mescolare, centrifugare qualche 
secondo, incubare a 68°C per 10 minuti. Mettere in ghiaccio. Diluire il tutto con 20 µl di H2O e 
conservare a -20°C.
OTTIMIZZAZIONE E AMPLIFICAZIONE DELLA LIBRERIA NORMALIZZATA.
Preparare la seguente miscela di PCR (x4 tubi):
Reagente Quantità (µl) Concentrazione finale
H2O 36,1
5X Buffer Phusion HotStart 10 1X
DNTP mix (10mM each) 1 0,2 mM
attB1_8T3 (12 µM) 0,5 120 nM




Mescolare, centrifugare e distribuire 49 µl in 4 tubi da PCR dove verrà depositato 1 µl di cDNA 
per ogni reazione DSN:
DSN 1 TUBO 1.
DSN ½ TUBO 2.
DSN ¼ TUBO 3.
DSN 0 (CONTROLLO) TUBO 4.
Mescolare,  centrifugare  brevemente  e  far  partire  la  seguente  reazione  di  amplificazione  in 
termociclatore DNA Engine, MJ Research, PTC-200 (Genenco):
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Step Temperatura (°C) Tempo n. cicli




Alla  fine  del  ciclo  7  riporre  in  ghiaccio  i  TUBI  marcati  1.  2.  3.,  mentre  con  il  TUBO 4. 
(CONTROLLO) continuare con altri cicli di PCR secondo questo schema:
 prelevare 10 µl alla fine del ciclo 7 per controllo in gel;
 correre altri 2 cicli e prelevare 10 µl alla fine del ciclo 9 per controllo in gel;
 correre altri 2 cicli e prelevare 10 µl alla fine del ciclo 11 per controllo in gel;
 correre altri 2 cicli e prelevare 10 µl alla fine del ciclo 13 per controllo in gel;
Controllo 5 µl di ogni ciclo (7, 9, 11, 13) su gel 1,5% di agarosio con tampone 1X TAE con 0,5 
μg/ml Etidio Bromuro, per determinare il numero giusto di cicli a cui sottoporre i campioni 1. 2. 
3.  Determinare  quando  si  intravede  lo  smear in  modo  che  esso  sia  ancora  nella  fase 
esponenziale.  Dopo  aver  scelto  il  numero  di  cicli  di  amplificazione  (X)  rimettere  in 
termociclatore i tubi 1. 2. 3. e fare ancora (X-7)+9 cicli.
Alla fine della reazione controllare 5 µl di ogni campione su gel di agarosio 1,5% con tampone 
1X TAE  con 0,5 μg/ml Etidio Bromuro.  Dopo la corsa in gel scegliere i  campioni con una 
normalizzazione  efficiente,  comparando  lo  smear.  In  questa  fase  bisogna  scegliere  sia  la 
concentrazione giusta di enzima DSN, sia il ciclo ottimale di amplificazione PCR.
Dopo  l'ottimizazione  delle  reazioni  preparare  molte  PCR  (almeno  48) da  50  µl  come  da 
protocollo e amplificare per il numero ottimale di cicli e di concentrazione enzimatica DSN.
Preparare la miscela totale anche con il cDNA normalizzato e poi dispensare 50 µl in ogni tubo 
di reazione:
Reagente Quantità (µl) X1 rxn Concentrazione finale
H2O 36,1
5X Buffer Phusion HotStart 10 1X
DNTP mix (10mM each) 1 0,2 mM
attB1_8T3 (12 µM) 0,5 120 nM
attB2 (12 µM) 0,5 120 nM
Mix Taq 0,9




Programma in termociclatore DNA Engine, MJ Research, PTC-200 (Genenco):
Step Temperatura (°C) Tempo n. cicli




Controllare 5 µl di qualche campione su gel 1% di agarosio in TAE 1X con 0,5 μg/ml Etidio 
Bromuro.
PRECIPITAZIONE IN LARGA SCALA DELLA LIBRERIA.
Riunire tutte le PCR e precipitare con:
 1/10 NaAc pH 5,2 3M
 2 volumi di EtOH 100%
Lasciare ON a -20°C. La mattina seguente centrifugare a 4°C per 25’ a 13000 rpm;
 eliminare il surnatante e lavare con 300 µl di etanolo 75%, fatto fresco;
 centrifugare  a  4°C per  25’ a  13000 rpm;  rimuovere  l’etanolo facendo attenzione  al 
pellet; asciugare all’aria per qualche minuto;
 risospendere i campioni con 100 µl di acqua RNase-free.
Leggere la quantità con il fluorimetro Qubit (Invitrogen).
SELEZIONE DEI FRAMMENTI SUPERIORI ALLE 400 bp.
La  selezione  è  avvenuta  tramite  cromatografia  per  gel  esclusione  (‘SizeSep  400  SPUN 
COLUMN Sepharose CL-4B’, Amersham Biosciences).
Controllare circa 40-60 ng dei campioni sia prima che dopo la selezione, in 1% gel capillare di 
agarosio con tampone TAE 1X. Colorare con GelStar Nucleic Acid Gel Stain (BMA products, 
Rockland, ME, USA), preparando 50 ml di tampone TAE 1X con colorante alla concentrazione 
finale di 1X (5 µl in 50 ml di tampone).
Riequilibrare le colonnine cromatografiche prima del loro utilizzo con buffer TE 1X (Tris-HCl 
10 mM pH 8.0 e 1 mM EDTA pH 8.0).
 portare la colonnina a temperatura ambiente, mescolare per inversione per risospendere 
la resina, facendo attenzione a non fare bolle;
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 posizionare la colonnina in falcon 15 ml ed aprire i  tappi in modo da raccogliere il 
liquido per gravità;
 quando il menisco del buffer raggiunge la resina chiudere il tappo inferiore e fare un 
lavaggio con 2 ml di TE 1X. Chiudere anche il tappo superiore e risospendere la resina 
lentamente mescolando per inversione;
 eliminare il liquido per gravità e ripetere il lavaggio con altri 2 ml di buffer TE 1X;
 dopo questo secondo lavaggio centrifugare con precisione per 2 minuti a 1 500 rpm;
 immediatamente dopo la centrifugata aggiungere i 100 µl di campione, centrifugare 2 
minuti a 1 500 rpm e recuperare l'eluato che a questo punto è costituito dal campione 
con la frazione interessata.
Leggere  la  concentrazione  con  fluorimetro  Qubit  (Invitrogen)  e  controllare  la  qualità  del 
frazionamento  su  gel  capillare  precedentemente  preparato.  Dopo  aver  ottenuto  la  quantità 
necessaria al pirosequenziamento (6μg), il campione è pronto per essere spedito.
PREPARAZIONE DELLA LIBRERIA DI cDNA PER SEQUENZIAMENTO DI SANGER.
Per avere una libreria con un buon titolo e ben rappresentata soprattutto da frammenti alti (sopra 
le 400-1000 bp) abbiamo scelto di utilizzare come materiale di partenza il cDNA normalizzato 
dopo il trattamento di cromatografia. Il materiale necessario alla reazione è molto ridotto: 30-40 
ng di cDNA che ricombina con 1 µl del vettore pDONR221 (concentrato 150 ng/µl, Invitrogen) 
secondo il protocollo della tecnologia “Gateway” (Invitrogen).
Reagente Quantità
attB-cDNA 30-40 ng
pDONR221 (150 ng/µl) 1 µl
Volume finale 8 µl
Alla mix di reazione aggiungere 2 µl di enzima BP clonase (Invitrogen) come segue:
 prendere la BP Clonase enzyme mix dal -80°C e riporla in ghiaccio per 2’;
 mescolare brevemente e centrifugare velocemente per collezionare l'enzima sul fondo 
della provetta. Riporre immediatamente in ghiaccio;
 aggiungere 2 µl di Clonase agli 8 µl della miscela preparata in precedenza (10 µl in 
totale) e riporre immediatamente l’enzima a -80°C.
Incubare la reazione a 25°C per 18 ore in termociclatore con tappo non riscaldato.
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La reazione consiste nella ricombinazione sito specifica tra i siti attB del cDNA e i siti attP del 
vettore (Figura 1).
Figura 1. Ricombinazione sito specifica tra vettore e cDNA normalizzato ad opera dell'enzima BP 
clonase (Invitrogen). In giallo evidenziato il sito di legame del primer di sequenziamento.
Il girono seguente interrompere la ricombinazione e precipitare:
 aggiungere  2  µl  di  Proteinasi  K  (2  µg/µl)  (Invitrogen)  per  inattivare  la  miscela  di 
enzimi;
 incubare la reazione a 37°C per 15’, poi a 75°C per 10’;
 ad ogni campione aggiungere:
Reagente Quantità (µl)
Acqua sterile 90
Glicogeno (20 µg/µl) 1
7,5 M NH4OAc 50 (0,5 volumi)
100% etanolo 375 (2,5 volumi)
 precipitare  a  -80°C  per  circa  30’ e  poi  centrifugare  a  4°C  per  25’ a  13  000  rpm. 
Rimuovere il surnatante senza disturbare il pellet;
 lavare 2 volte con 150 µl di etanolo 70%;
 asciugare all’aria per qualche minuto e risospendere in 5 µl di acqua. Trasformare 1 µl.
Per  la  trasformazione  sono  state  usate  cellule  elettrocompetenti  del  ceppo  DH10B con  un 
voltaggio di 1800 V. Dopo l'elettroporazione:
 crescere le cellule in 1 ml di SOC a 37°C per 1 ora in agitazione;
 piastrare  1  µl  e 10 µl  di  ogni  trasformazione su terreno LB-agar  con selezionatore 
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l'antibiotico kanamicina alla concentrazione finale di 50 µg/ml;
 incubare le piastre overnight a 37°C.
La mattina seguente determinare il titolo (cfu/µl) della libreria.
Come  controllo  della  libreria  raccogliere  le  singole  colonie  crescerle  in  terreno  liquido 
LB+Kanamicina (50 µg/ml), a 37° C  overnight. Allestire una reazione di amplificazione con 
primer  disegnati su sequenze del vettore di clonaggio fiancheggianti il DNA di interesse. La 









Tampone 10X* 2,5 1X
MgCl2 (25 mM) 2 15 mM
dNTPs (10 mM each) 0,3 120 µM each
M13-modificato_for (10 µM) 0,4 160 nM
M13-modificato_rev (10 µM) 0,4 160 nM
Taq Polimerasi (5U/ µl) 0,5 0,025 U/ µl
DNA stampo 0,5 µl di coltura batterica
Volume finale 25
*(500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl pH 9, 1% Triton X100).
Amplificare con il seguente programma in termociclatore DNA Engine, MJ Research, PTC-200 
(Genenco):
Step Temperatura Tempo n. cicli




Estensione finale 72°C 10’
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Controllare 5 µl delle reazioni di PCR in 1% agarosio in tampone TAE 1X con 0,5 μg/ml Etidio 
Bromuro.
Conservare i cloni in glicerolo 20% a -80°C. A quest  punto il materiale è pronto per essere 
spedito al centro di sequenziamento. Le sequenze vengono fatte con il primer specifico:
 attB1seq: CTTTGTACAAAAAAGCAGGCT.
3.1.2. SEQUENZIAMENTO DI SANGER.
I cloni di cDNA sono stati sequenziati dall'Istituto di Genomica Applicata (IGA) di Udine.
Il mio lavoro a questo punto riparte dalle sequenze: il primo passaggio è la pulizia delle stesse 
per eliminare parti di sequenza a bassa qualità, parti di vettore o eventuali code di poly(A). I 
cromatogrammi  sono  stati  processati  con  una  pipeline  chiamata  Trace2dbest 
(http://www.nematodes.org/bioinformatics/trace2dbEST/), impostando un valore di base-calling 
pari a 15, che rappresenta una percentuale d'errore di una base ogni 30. Questo programma 
utilizza il Phred (http://www.phrap.org) per il  base-calling e il taglio delle poly(A) e il  Cross-
match, che fa parte del pacchetto Phred/Phrap/Consed, per eliminare le sequenze rimaste dal 
vettore.  Successivamente  le  sequenze  sono  state  utilizzate,  assieme  alle  sequenze  454,  per 
l'assemblagio ibrido.
3.1.3 PIROSEQUENZIAMENTO.
Il metodo del pirosequenziamento, denominato “454 Sequencing”, è stato sviluppato da Roche 
alla fine degli anni '90 e permette di ottenere 100 milioni di basi in meno di 8 ore. Per il mio 
lavoro di dottorato, questa tecnica è stata eseguita dal “Biotechnology Center” dell'Università 
dell'Illinois.
Nel sequenziamento 454, diversamente dal metodo Sanger, non c'è la necessità di effettuare un 
clonaggio  del  cDNA.  In  una  prima  fase  il  cDNA viene  nebulizzato  ad  alta  pressione  in 
frammenti di 3-800 bp. Le sequenze vengono purificate, le estremità vengono fosforilate e poi 
due adattatori A e B vengono ligati. Gli adattatori sono lunghi circa 44 basi, di cui 20 fungono 
da  sito  di  attacco  per  i  primer  sia  durante  l'amplificazione  che  durante  la  fase  di 
sequenziamento.  L'adattatore  B,  inoltre,  contiene  un  tag  di  5  basi  che  permette 
l'immobilizzazione della libreria. Così facendo verranno creati 4 tipi di sequenze: sequenze con 
due adattatori A legati, sequenze con due adattatori B, sequenze con B al 5' e A al 3' e sequenze 
con A al 5' e B al 3'.
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Gli adattatori utilizzati sono:
5'END GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAATTAACCCTCACTAAAGGG
3'END GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGCGGCCGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
Dopo  l'immobilizzazione  dei  frammenti  solamente  le  sequenze  con  l'adattatore  B  sono 
mantenute,  mentre  le  altre  vengono eliminate.  Eventuali  gap  sono completati  da  una  DNA 
polimerasi. Tramite idrossido di sodio le sequenze a doppia elica vengono denaturate a single-
strand e le sequenze contenenti sia l'adattatore A che B, ma non biotilinate, vengono isolate: 
queste formeranno il templato per l'amplificazione.
L'amplificazione viene definita “PCR in emulsione” (emPCR)  (Tawfik  et al.,  1998): dopo la 
purificazione e la quantificazione dei frammenti, questi vengono immobilizzati su sferette  di 
streptavidina che legano l'adattatore A e statisticamente si cerca di avere un solo  read single-
strand per ogni sfera.  Le sfere vengono messe in una soluzione acqua-olio (emulsione) in cui 
per ogni singolo elemento si crea un micro-ambiente acquoso in cui avviene la reazione di PCR. 
Segue  poi  una  fase  di  “arricchimento”  in  cui  le  sfere  DNA-positives,  che  legano il  primer 
biotilinato,  vengono fatte aderire ad un supporto magnetico e dopo aver rimosso le sferette 
magnetiche, si aggiunge ulteriore idrossido di sodio per ottenere sequenze a singolo filamento. 
In ultima fase vengono aggiunti il primer e dei cofattori, e tutti i reagenti vengono trasferiti in 
una piastra con micro-pozzetti (PicoTitePlate device) di 44 μm per avere fino a 400.000 reazioni 
di sequenza in un'unica piastra.
In concomitanza dell'aggiunta delle sferette leganti il DNA vengono aggiunte in eccesso anche 
delle  sfere  contenenti  gli  enzimi  solforilasi  e  luciferasi.  Il  sequenziamento  avviene 
simultaneamente  in  tutti  i  pozzetti:  un  solo  tipo  di  nucleotide  viene  aggiunto  in  sequenza. 
Un'emissione di radiazione luminosa viene registrata nel caso in cui vi sia il legame della base 
alla sequenza in allungamento e l'intensità della radiazione luminosa è proporzionale al numero 
di nucleotidi incorporati.
Dal sequenziamento delle 454 sono stati ottenuti 4 file con formato SFF (Standard Flowgram 
Format).  Usando il  programma  sffinfo  contenuto nel  pacchetto SFF Tools di  Roche,  è stato 
possibile estrarre i file FASTA e i corrispettivi QUAL dai quattro file SFF. Per la pulizia delle 
sequenze  da  adattatori,  dalle  corrispettive  sequenze  inverse  complementari  e  dalle  code 




Consente di assemblare sequenze ottenute con tecniche molto diverse. Dopo la pulizia delle 
sequenze, queste sono state assemblate con un software specifico definito  MIRA, in grado di 
gestire  sia  le  informazioni  derivanti  dalle  sequenze  Sanger,  sia  quelle  provenienti  dal 
sequenziamento 454.
3.2. ESPRESSIONE GENICA DIFFERENZIALE
3.2.1 ESTRAZIONE DI RNA DA SEMI VERDI ESSICATI DI COFFEA spp.
Nelle estrazione di RNA si usano solo consumabili dedicati e puntali con filtro. I banconi e le 
centrifughe  devono  essere  puliti  con  detergenti  specifici  come  l'RNase-ExitusPlus  (Del 
Chimica).
TAMPONE DI ESTRAZIONE





PVP 30 K* 2% (p/v)
β-mercaptoetanolo* 2% (p/v)
Proteinasi K* 0,5 mg/ml
*vanno sempre aggiunti immediamtamente prima dell'utilizzo
Tutte le soluzioni vanno preparate con H2O DEPC e il buffer finale va sterilizzato con filtro 0.22 
μM e conservato a temperatura ambiente.
Per preparare la soluzione di LiCl 8M aggiungere 33,9 g di LiCl a 50 ml di H2O DEPC. Portare 





 aggiungere  alla  soluzione  di  estrazione  PVP,  proteinasi  K,  β-mercaptoetanolo  e 
preriscaldare in stufa a 65°C;
 pesare circa 18-19 gr di semi, essicati al contenuto in acqua standard per i campioni 
commerciali  (11±1% w/w)  e  macinarli  il  più  finemente  possibile  con  macina  caffè 
(Super Jolly Professional Espresso Grinder di Mazzer Luigi S.r.l.) facendo moltissima 
attenzione  a  pulire  bene  il  macinino  tra  un  campione  e  l'altro  per  evitare  le 
contaminazioni. In assenza del macinino per il caffè l'estrazione parte da 2-3 semi verdi 
tagliati il più finemente possibile con un bisturi e poi frammentati con la mezzaluna;
 aggiungere  al  macinato  30  ml  di  tampone  di  estrazione  caldo  (in  falcon  15)  e 
omogeneizzare il più finemente possibili;
 incubare a 55°C per 2 ore;
 centrifugare a 7 000 rpm per 15 minuti a 10°C, per preciptare il PVP;
 trasferire il surnatante (fase acquosa) in falcon 50 ml pulita ed estrarre con 1 volume di 
cloroformio:alcool isoamilico (24:1) mescolando per inversione. Centrifugare a 4 000 
rpm per 25 minuti a 10°C;
 trasferire il  surnatante (fase acquosa) in falcon 50 ml pulita ed estrarre una seconda 
volta con 1 volume di cloroformio:alcool isoamilico (24:1) mescolando per inversione. 
Centrifugare a 4 000 rpm per 25 minuti a 10°C;
 trasferire la fase acquosa in falcon 15 ml pulita:
 aggiungere 0.3 volumi di LiCl 8 M, mescolare per inversione e lasciar precipitare ON a 
4°C.
GIORNO 2
 centrifugare 25 minuti a 7 000 rpm a 10°C;
 rimuovere completamente la fase acquosa e lavare bene il pellet con 1 ml di EtOH 75%;
 centrifugare 15 minuti a 7 000 rpm a 10°C. Rimuovere completamente l'etanolo rimasto 
e asciugare bene il pellet, avendo cura di non seccarlo troppo;
 risospendere il pellet in 100 μl di H2O RNase free e trasferire in Eppendorf da 1,5 ml;
 leggere una diluizione della soluzione allo spettrofotometro alle lunghezze d'onda di 
230, 260, 280, 310 nm;
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 conservare a -80°C
Se i campioni presentano alti valori di contaminazione da carboidrati (valore C), si farà una 
seconda precipitazione con 0,3 volumi di LiCl 8,0 M. Lasciar precipitare ON a 4°C e poi si 
segue il protocollo del “giorno 2”. Alla fine risospendo in 60 μl di H2O RNase free e rilegge allo 
spettrofotometro. Il campione di RNA è sempre conservato a -80°C.
QUANTIZZAZIONE DELL'RNA
L’RNA viene quantizzato tramite misura spettrofotometrica dell’assorbanza (A) del campione 
alle lunghezze d’onda di 230 nm, 260 nm, 280 e 310 nm. La concentrazione del campione viene 
calcolata mediante la formula:
Concentrazione (ng/μl) = (A260-A310) x 40 
La valutazione  di  un’eventuale  contaminazione  del  campione  da  parte  di  proteine  (P)  e  di 
carboidrati (C), è stata calcolata nel seguente modo:
P = (A260-A310) / (A280-A310)
C = (A260-A310) / (A230-A310)
In RNA di buona qualità, i valori di P e C dovrebbero essere pari o superiori a 2.
L’ analisi qualitativa dell'RNA è avvenuta per separazione elettroforetica in gel di agarosio 1%, 
in presenza di 12,3 M formaldeide e 0,1 μg/ml di Etidio Bromuro. Prima di essere caricati nei 
pozzetti del gel, i campioni sono stati addizionati del buffer di caricamento e denaturati a 65°C 
per 3-5 minuti, quindi subito riposti in ghiaccio. La corsa è avvenuta in condizioni denaturanti 
in  tampone  FA pH 7  (1X:  20  mM MOPS,  5  mM  sodio  acetato,  1  mM EDTA) e  12,3  M 
formaldeide. In questo modo si verifica visivamente l’integrità del campione, giudicabile dalla 
presenza e intensità delle due tipiche bande degli RNA ribosomiali 18 S e 28 S.
3.2.2 ANALISI DELL'ESPRESSIONE GENICA CON PCR QUANTITATIVA (real time 
PCR)
DISEGNO DEI PRIMER
Gli amplificati in real time hanno la caratteristica di essere molto corti: da 50-170 bp.
Per la scelta dei reference genes è stata fatta una specifica ricerca bibliografica (cfr. paragrafo 
1.10.2 introduzione), mentre per i  geni target è stata posta l'attenzione su geni cionvolti  nei 
processi di germinazione e stress, e altri geni di importanza generale per gli effetti sensoriali e 
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fisiologici della bevanda (cfr. 1.10.3 introduzione).
La  ricerca dei dati (sequenze EST e dove non presenti sequenze nucleotidiche) è stata svolta 
principalmente sul database Entrez del National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/), sfruttando  il  motore  di  ricerca  PubMed  per  reperire 
pubblicazioni  pertinenti,  e  gli  algoritmi  BLASTn,  BLASTx,  ((http://www.ncbi.nlm.-
nih.gov/BLAST; Altschul et al., 1997) per le analisi di similarità. Un passaggio importante è la 
ricerca di similarità con le 148.777 sequenze di Coffea arabica prodotte nel nostro laboratorio. 
Tutte le sequenze interessanti  (pubbliche e del  nostro database),  in formato .seq,  sono state 
allineate con il programma SeqMan (DNaStar) e sulle zone costituite dal maggior numero di 
sequenze con  un buon grado di appaiamento, sono stati disegnati i primer. Tutti i consensus 
degli  allineamenti  sono stati  analizzati  con BLASTn sia contro il  database nucleotidico,  sia 
contro il database EST non-umano non-topo, specifici di C.arabica, per garantire l'unicità delle 
nostre sequenze, che successivamente verranno catalogate sul database pubblico NCBI.
Il  software scelto  per  il  disegno  degli  oligonucleotidi  è  il  programma  on-line  Primer3 
(http://frodo.wi.mit.edu). Quando possibile i primer sono stati disegnati a cavallo di una regione 
intronica, in modo tale da limitare la possibilita di amplificare DNA genomico. Tutte le coppie 
di  primer  sono state disegnate in modo da avere una temperatura di fusione (Tm o “melting 
temperature”) simile, per poter essere utilizzati contemporameamente negli stessi profili termici 
di reazione. Le sequenze degli inneschi sono state vagliate sia per la formazione di forcine o siti 
di legame secondari con lo stampo sia per la formazione di dimeri tramite programmi standard 
di analisi del DNA ed è stata condotta un'analisi di similarita BLAST per escludere la possibilita 
di legami aspecici dei primer.
Qui di seguito, in Tabelle, sono riportate le sequenze dei geni di riferimento e di interesse per 
l'analisi di espressione genica:
Reference gene Sequenza For Sequenza Rev Amplicone
Rpl 7 CATTCGAGGTATCAATGCTATGCA TGTCTCAGGCGCAGAAGCT 66
S 24 GCCCAAATATCGGCTTATCA TCTTCTTGGCCCTGTTCTTC 94
UBQ 10 TCAACCCTTCACTTGGTGCT CAGACCAGCAGAGGTTGATC 169
GAPDH CTTCCAGCCCTCAATGGTAA ACTGTTGGAACTCGGAATGC 53
14-3-3 GCAGGCTGAGAGGTATGAGG CGCTGTCCACTGTCTTAGCA 168
53
Materiali e Metodi
Target gene Sequenza For Sequenza Rev Amplicone
Isocitrato liasi AAGCCAGGTGAATGTGGAAG TGAACTGCAAATGTGCTGAA 108
GAD GGGTTTATGTGGGACGAAGA TAGAGTGAAGGCACCCATCC 126
β-tubulina TTCCTCCGACTGGTTTGAAG CTGCGGAACATAGCTGTGAA 106
Caffeina sintasi CGTCCCACCATTCAGATTTT GGTAGAAGCTTGGCAGCAAC 83
p-comaroyl 3 idrossilasi CAAGGCAAAAGAGTGGCAAT GTCCCAAAGGAGTCCAATGA 107
Riduttasi 5-α steroidea ATCTGGAGGGGGAATCAAAC CGGGGAAGATCAGAAATGAA 113
Acido grasso sintasi GGATGAGGATGGCAGAAAGT CATGCTGGTTCACATCCAAG 98
Piruvato chinasi GAGCCCACTGGAGAGTCTTG CCACCACGTGTCAGAACAAC 104





Saccorosio sintasi GGAGACCGAAGGAAGGAATC GAATTGGCCGTTCAAGTTGT 89
Amido sintasi GGTGTTGACGGAGACGAAAT TGCGAGGCAATAGGCTAACT 96
Proteina trasportatrice 
degli esosi CTACGGTGCTGCAAAAATCA AAGGAAGAGAGCCCCAAGAG 108
aldolasi TCGTAACCTGAATGCCATGA CAAGCCTTTAGGGTGCTCTG 100
Enoil idratasi TGAGATTGCTTTGGCTTGTG ACGGGCAAGCTTCTGAGATA 99
invertasi AGGTTTGTCAGCAGGTCCAC CCTTCACACTTGGGGATGAT 116
CAMPIONAMENTO
Abbiamo a disposizione due diversi campionamenti:
 campionamento  “washed-natural”: Coffea  arabica  cv.  Catuai,  raccolto  durante  la 
stagione 2008, in 2 piantagioni (Barra do choça e Inhobim, stato di Bahia, Brasile)  e 
trattati  con  diverse  tecniche  di  lavorazione  post-raccolta  (metodo  naturale,  lavato  e 
semilavato);
 campionamento “water content”: Coffea arabica cv. Mundo Novo di origine brasiliana 
(raccolto  2005)  proveniente  dallo  stesso  campo,  trattato  con  metodo  semilavato  e 
campionato in momenti sucessivi durante la fase di essicazione.
TRATTAMENTO DNase E RETROTRASCRIZIONE
Circa 1 μg di RNA totale è stato trattato con enzima Turbo DNase I (Ambion) per l'eliminazione 
di eventuali contaminazioni di materiale genomico.
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La reazione avviene secondo protocollo:
Reagente Quantità Concentrazione finale
RNA totale 1 µg
Turbo DNase buffer 10X 1 µl 1X
Enzima (2U/µl) 0,5 µl 1 unità
Acqua a volume a volume
totale 10 µl
La reazione va in termociclatore DNA Engine, MJ Research, PTC-200 (Genenco) incubando a 
37°C x 30’. Per bloccare la rezione aggiungere 0,3 µl di EDTA 0,5M pH8.0 in modo da avere 
una concentrazione finale di 15 mM di EDTA, e incubare a 75°C x 10’.
L'RNA a questo punto è utilizzato nella retrotrascrizione in cDNA con il kit iQScrypt (BioRad) 
che contiene già nel buffer la giusta concentrazione di random primer e oligodT, secondo le 
seguente reazione:
Reagente Quantità Concentrazione finale
RNA totale 1 µg
5 X iScript Buffer 4 µl 1 X
iScript reverse enzyme 1 µl
H2O RNase-free a volume
Volume finale 20 µl
Mescolare,  centrifugare  brevemente  e  far  partire  la  seguente  reazione  di  amplificazione  in 
termociclatore DNA Engine, MJ Research, PTC-200 (Genenco):





Il campione è conservato a -20°C oppure usato subito.
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REAZIONE DI real time
Tutte le reazione real time sono fatte in triplicato, con un controllo negativo (NTC) avente per 
stampo  l'acqua  e  tutte  le  analisi  sono  state  eseguite  tenendo  conto  dell'errore  dato  dalla 
deviazione standard (indice della dispersione dei dati).
Nella  tecnica  della  PCR  quantitativa  anche  la  plasticheria  in  cui  avviene  la  reazione  è 
particolare: anzitutto i tappini o gli adesivi delle piastre, devono essere ottici per far passare i 
raggi  di  eccitazione  e  fluorescenza e  le  piastre  o  i  tubini  della  PCR devono avere  volume 
massimo 0,2 ml  in modo da favorire i  piccoli  volumi  in cui  la  reazione  real  time avviene, 
evitando la dispersione del calore.
Si prepara la seguente reazione secondo il protocollo IQ™ SYBRGreen Supermix (BioRad):
Reagente Quantità Concentrazione finale
cDNA 1 µl
iQ Sybr 2 X (*) 7,5 µl 1 X
Primer For 10 µM 0,6µl 400 nM
Primer Rev 10 µM 0,6µl 400 nM
H2O RNase-free a volume
Volume finale 10 µl
(*) 100 mM KCl, 40 mM Tris-HCl pH 8.4, 0.4 mM dNTPs, iTaq DNA Polimerasi 50 U/ml, 6 mM MgCl2, 
SYBR Green I, 20 mM fluoresceina, stabilizzatori.
Mescolare e centrifugare brevemente, poi far partire il seguente programma  in  termociclatore 
C1000 Thermal cycler associato al CFX 96 Real-Time system (BioRad):
Step Temperatura Tempo N° di cicli
Denaturazione iniziale 95°C 3' 1
Denaturazione 95°C 10”
45Appaiamento Temperatura ottimale 30”
Eccitazione e acquisizione della fluorescenza
Analisi della curva di melting
I dati  grezzi  della fluorescenza sono stati  utilizzati  per il  calcolo dell'efficienza in modo da 
identificare  le  migliori  condizioni  per  ciascuna coppia  di  primer.  L'analisi  è  stata  fatta  con 
LinReg PCR, un programma descritto da Ramakers et al., 2003 e da Ruijter et al., 2009 (version 
11.0, download: http://  LinRegPCR.HFRC.nl).  Con questo software è possibile identificare i 
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valori di efficienza e i relativi coefficienti di correlazione quadrata. L'efficienza è espressa con 
valori compresi tra 1 e 2 ed è calcolata dalla pendenza della curva di amplificazione rilevata 
nella  fase  esponenziale  della  real-time PCR.  Idealmente  l'efficienza dovrebbe essere  pari  al 
100%, indicando che ad ogni ciclo di PCR la quantità dell'amplicone raddoppia (E = 2);  in 
realtà ciò non avviene e si presuppone che un range di valori compresi tra 85% e 105% sia 
ottimali. Valori di coefficiente di correlazione quadrato (R2) prossimi ad 1 indicano una buona 
correlazione e poca dispersione attorno alla linea di regressione.
I candidati  geni reference sono stati  testati  con il  software geNorm™ (Vandesompele  et al., 
2002) versione 3.5, che permette di calcolare la stabilità dell'espressione genica di uno specifico 
reference (valore definito come M), come la media geometrica di un determinato gene rispetto 
agli altri. I geni con i valori più bassi di M sono da considerarsi come i più stabili.
I cambiamenti relativi nell’espressione sono stati  registrati  come rapporto del gene target su 
quello  di  riferimento,  in  accordo  con  il  modello  matematico  proposto  da  Pfaffel  (2001)  e 
utilizzando il software della Bio Rad CFX Manager versione 1.1. Come errore statistico è stata 
presa in considerazione la deviazione standard calcolata sulle tre repliche tecniche per ciascun 
gene.
Le formule relative al calcolo dell'espressione normalizzata sono qui di seguito riportate:
Quantità relativa (ΔCt)GOI = E [Ct(min)-Ct(campione)]  
E = efficienza per ogni gene di interesse
Ct(min) = minimo valore di Ct per il gene di interesse
Ct(campione) = Ct del gene di interesse
GOI = gene di interesse
Valore di espressione normalizzato (  ΔΔCt) = quantità relativa campione GOI / (QR  ref1 x Qrref2) 1/2  
3.3 ANALISI STATISTICA DEI RISULTATI DI real-time PCR.
Tutti i dati ottenuti dalle reazioni di real-time sono stati analizzati attraverso alcune tecniche 
statistiche  del  pacchetto  Xlstat  di  excel.  In  particolare  i  dati  normalizzati  coi  i  geni  di 
riferimento specifici per questo lavoro, sono stati utilizzati per l'analisi multivariata ANOVA, 
considerando il trattamento come effetto fisso, mentre il luogo e l'interazione luogo-trattamento 
come variabili. Il risultato è dato da una matrice di correlazione simmetrica in cui il coefficiente 
di correlazione (valore ij) indica la correlazione tra la variabile della i-ma riga e quella della j-
ma colonna; gli elementi diagonali, che corrispondono alle correlazioni degli elementi con se 
stessi,  sono  sempre  valori  pari  ad  1,000.  Il  coefficiente  di  correlazione  indica  il  grado  di 
relazione lineare  tra 2  variabili:  è  un valore compreso tra +1 e -1,  dove gli  estremi  unitari 
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identificano  una  linearità  perfetta  sia  positiva  che  negativa,  mentre  il  valore  0  indica  la 
mancanza di qualsiasi correlazione.
Per valutare l'interazione di ambiente e trattamento con il livello di espressione di ciascun gene 
è stato eseguito il test di confronto di Tukey con un intervallo di confidenza del 95%.
È stata fatta anche un'analisi delle componenti principali (PCA) in cui si utilizza una procedura 
matematica che trasforma i  dati  in un nuovo sistema di coordinate. Viene considerata come 
un'analisi esplorativa per la costruzione di modelli predittivi del comportamento dei campioni. 
L'analisi PCA è stata fatta per avere una rappresentazione grafica complessiva della correlazione 
tra geni, campioni e trattamenti, utilizzando la matrice di correlazione di Pearson.
3.4  ANALISI SENSORIALE DEI CAMPIONI “  washed-natural”.  
I campioni di caffè verde sono stati testati anche per l'analisi sensoriale; i semi verdi di caffè 
sono stati tostati tutti al medesimo grado di tostatura in tostino da laboratorio (Probat) e poi 
sono stati assaggiati in modalità espresso. Per la valutazione sono state usate schede di assaggio 
nelle quali comparivano degli attributi gustativi e retrolfattivi che i giudici hanno valutato per 
ogni campione (scala 1= assente – 9= estremamente intenso).  Vi era inoltre la possibilità di 
esprimere dei commenti in merito ai campioni esaminati.
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE.
4.1. IMPLEMENTAZIONE DATABASE DI  C. arabica.  
4.1.1 COSTRUZIONE DELLA LIBRERIA DI cDNA NORMALIZZATO.
Per  la  costruzione  della  libreria  si  è  deciso  di  utilizzare  la  tecnologia 
“Gateway” che fornisce una rapida ed elevata  efficienza di  trasferimento del  DNA, 
mantenendo l’orientamento e la cornice di lettura dei frammenti genici per eventuali 
analisi  funzionali  o  di  espressione  proteica.  Il  sistema  è  un  metodo  di  clonaggio 
universale che si basa sulla ricombinazione sito-specifica del batteriofago Lambda per 
trasferire  DNA eterologo in  vettori  d’interesse (Landy  et  al.,  1989).  Questo  tipo  di 
ricombinazione  coinvolge  sostanzialmente  due  componenti:  i  siti  necessari  alla 
ricombinazione  del  DNA  (attB  sites)  e  le  proteine  che  mediano  la  reazione  di 
ricombinazione (Clonase II enzyme mix).
Per sfruttare questa tecnologia sono stati dapprima incorporati al cDNA i siti 
attB attraverso la tecnologia “SMART” (Chenchik et al., 1998). Questo metodo consente 
di ottenere cDNA di elevata qualità a partire da pochissimo materiale di partenza (alcuni 
nanogrammi di RNA totale o poliA+). Quando la retrotrascrittasi raggiunge l’estremità 
5’ dell’mRNA, aggiunge alcuni nucleotidi addizionali, generalmente citosine, al 3’ del 
cDNA.  L’oligonucleotide  “SMART”  è  composto  da  una  struttura  chimerica  di 
deossiribonucleotidi e ribonucleotidi all'estremità 3' (3 GTP) che si possono appaiare 
alle  Citosine  della  prima  elica  del  cDNA,  creando  un’estensione  del  templato.  La 
retrotrascrittasi  incontrando questo oligo  cambia templato  e  continua la  replicazione 
fino alla fine dell’oligonucleotide, introducendo così una coda al 3’ del cDNA.
Il  primo  filamento  di  cDNA  viene  diluito  e  usato  come  templato  per 
l’amplificazione. Per la reazione viene utilizzata una miscela da noi sviluppata di DNA 
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polimerasi  costituita da Taq Advantage 2 Polymerase mix (Clontech) e  Phusion Hot 
Start  High  Fidelity  DNA  Polymerase  (Finnezymes),  che  ha  una  forte  attività  di 
proofreading (con un tasso di errore di 4,4 x 10-7 ) per ottenere risultati accurati e rapidi. 
Tale combinazione consente un’amplificazione più efficiente e fedele dei cDNA, specie 
dei full-length, rispetto alle PCR convenzionali.
La tecnologia “SMART” è riassunta nella Figura 1:
Figura 1. Immagine riassuntiva del protocollo.
Per  la  costruzione  delle  librerie  sono  stati  utilizzati  gli  oligonucleotidi 
attB2_oligodT e  SMART16attB1_8T3,  modificati  per  la  sintesi  della  prima elica  in 
modo da inserire i siti attB importanti per la trasformazione nel vettore; poi il cDNA è 
stato amplificato con i primer ‘attB1_8T3’ e ‘attB2’ e i prodotti così orientati sono stati 
normalizzati  utilizzando  una  nucleasi  del  DNA  a  doppia  elica  (Double  Strand 
Nuclease).
Il  cDNA sintetizzato  come  descritto,  è  stato  analizzato  mediante  2  diverse 
tecniche di sequenziamento: il classico sequenziamento di tipo Sanger e quello ad alta 
processività  denominato  pirosequenziamento  454. Per  il  sequenziamento  Sanger  il 
60
Risultati e Discussione
cDNA è  stato  clonato  nel  vettore  pDONR221  e  il  prodotto  del  clonaggio  è  stato 
utilizzato  per  trasformare  cellule  batteriche  ospiti.  Per  il  pirosequenziamento  non  è 
necessario clonare il  cDNA, ma il  protocollo richiede una grossa quantità (6 μg) di 
cDNA normalizzato.
PREPARAZIONE DEL cDNA.
È stato  deciso  di  utilizzare  l’RNA totale  isolato  da  tessuti  di  due  cultivar: 
Coffea arabica cv. catuai red di provenienza Catie, Costa Rica, e  Coffea arabica cv. 
catuai 144 proveniente da Patrocinio in Brasile (Tabella 1.). L’RNA è stato estratto da 






10 10w aCat144_bP_00/09 1930
15 15w aCatR_CRc_99/013 1752
25 25w aCatR_CRc_99/002 2516
Matura (30-32) 32w aCatR_CRc_99/010 650
Fiore (♂ e ♀) fiore aCat144_bP_00/014 (♂:1850 e ♀:438)
Tabella 1. Riassunto dei campioni di RNA e loro concentrazioni.
1,5  μg  sono  stati  utilizzati  per  la  sintesi  della  prima  elica  di  cDNA; 
successivamente  il  materiale  genetico  è  stato  amplificato  per  un  numero  di  cicli 
ottimizzato per ciascun cDNA Questo accorgimento permette al cDNA di rimanere nella 
fase  esponenziale  di  amplificazione  (prima  di  raggiungere  il  plateau)  evitando  i 
problemi di non rappresentazione della popolazione di mRNA iniziale.
In  Figura  2.  è  riportato  un'esempio  del  protocollo  di  ottimizzazione  per  i 
campioni di cDNA di drupa a 10 settimane di sviluppo e di fiore.
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Figura 2. Corsa in gel d'agarosio dei cDNA di fiore e drupa a 10 settimane di sviluppo, dopo 15, 18, 
21, 24 cicli di amplificazione.
Il cDNA totale è stato concentrato in 12 µl di 10 mM Tris-HCl pH 8,5 e la 
concentrazione è stata valutata tramite fluorescenza per un totale di 952,6 ng.
NORMALIZZAZIONE DEL cDNA.
Tramite passaggi di denaturazione-rinaturazione è stata fatta la rimozione della 
frazione  dsDNA  formata  dal  cDNA  codificante  per  trascritti  abbondanti  e 
l’amplificazione  della  porzione  equalizzata  di  ssDNA.  L’elemento  chiave  della 
normalizzazione del cDNA da noi effettuata è la degradazione della frazione dsDNA 
tramite una nucleasi duplex-specifica (DSN). Si tratta di una procedura semplice ma che 
consente una drammatica riduzione nella concentrazione dei trascritti abbondanti, con 
conseguente perdita di informazione sull'espressione genica, ma con un guadagno nello 
studio di eventuali trascritti poco espressi. L'enzima DSN lavora bene con quantità di 
cDNA che vanno da un minimo di 50 ng ad un massimo di 500. Si fanno 4 prove con 
diverse concentrazioni di enzima: 1 unità di DSN, ½ unità, ¼ di unità e senza enzima 
come controllo della reazione. Questo protocollo è stato ottimizzato perchè a seconda 
del  campione in  esame,  l'enzima può funzionare meglio  se  usato in  unità  singola  o 
diluito.
Dopo  il  trattamento  enzimatico  il  cDNA  a  singola  elica  rimasto  viene 
amplificato con un numero di cicli debitamente ottimizzato per la quantità di enzima 
62
Risultati e Discussione
utilizzato. Sul gel d'agarosio bisogna determinare quando si intravede lo smear in modo 
che esso sia ancora nella fase esponenziale. Quando la quantità di prodotto della PCR 
finisce di aumentare ad ogni ciclo addizionale, significa che la reazione ha raggiunto il 
suo plateau. Una buona normalizzazione è costituita da uno smear senza bande chiare e 
con la parte superiore che non supera i 4,5 Kb. In Figura 3. è riportata l'amplificazione 
ottimizzata del cDNA normalizzato con 1 unità di enzima DSN.
Figura 3. Corsa in gel d'agarosio ai cicli 14, 15, 16, 18, 20 di amplificazione del cDNA 
DSN 1.
Data la necessità di ottenere una grossa quantità di cDNA per le due diverse 
metodiche di  sequenziamento sono state  allestite  48 PCR (mezza  piastra)  da 50 µl, 
come da protocollo e amplificate per il numero di cicli ottimale.
I campioni sono stati precipitati con Sodio Acetato ed Etanolo e risospesi in 100 
µl di acqua, poi è stata valutata la quantità con il fluorimetro:
140 ng/μl x 100 μl recuperati14 μg totali.
Attraverso la cromatografia per gel esclusione è stata fatta una selezione dei 
frammenti in base alla loro dimensione. Alla fine sono stati recuperati 95 µl dei 100 
iniziali.  Il  campione  è  stato  poi  concentrato  ad  un  volume  finale  di  30  μl  alla 
concentrazione di 205 ng/μl per un totale di 6,150 μg.
La  qualità  del  frazionamento  (circa  60  ng)  è  stata  controllata  su  gel  1% 
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d'agarosio capillare con tampone TAE (Figura 4).
Figura 4. Corsa in gel d'agarosio del controllo frazionamento della libreria normalizzata.
Parte  del  cDNA  (6μg)  è  stato  inviato  per  il  pirosequenziamento  al 
Biotechnology Center dell' Università dell'Illinois at Urbana-Champaign, Illinois.
PREPARAZIONE DELLA LIBRERIA DI cDNA NORMALIZZATO PER IL 
SEQUENZIAMENTO SANGER.
Una  volta  ottenuto  il  cDNA fiancheggiato  dai  siti  di  ricombinazione  attB, 
purificato e selezionato per peso molecolare, è stato possibile  condurre la reazione di 
ricombinazione tra il  cDNA-attB e  il vettore pDONR221.  La libreria ottenuta ha un 
titolo (cfu/µl) di 3000 cfu/µl. In totale abbiamo ottenuto 3,75x106 cellule trasformate.
Un successivo controllo della qualità della libreria è stato fatto amplificando 15 
cloni a caso con dei primer specifici disegnati sul vettore (Figura 5.).
64
Risultati e Discussione
Figura 5. Controllo su gel d'agorosio di 15 cloni della libreria normalizzata dopo 
amplificazione con primer M13-Forward e M13-Reverse, specifici del vettore pDONR221.
In questo modo si può fare una statistica delle lunghezze dei cDNA. In Figura 5 
su 15 cloni testati: 6 frammenti sono sicuramente sopra le 1000 bp, 4 sono intorno alle 
700 bp e 2 appena sotto 1000 bp.
Alla luce di questi dati la libreria è stata spedita al centro di sequenziamento 
dell'Istituto di Genomica Applicata di Udine.
4.1.2 ANALISI BIOINFORMATICA DELLE SEQUENZE.
PULIZIA DELLE SEQUENZE SANGER.
Le  sequenze  provenienti  dalla  tecnologia  Sanger sono  state  processate  per 
eliminare  eventuali  parti  del  vettore  e  parti  di  sequenza  a  bassa  qualità.  Le  16.904 
sequenze, estratte dai cromatogrammi impostando un valore di  base-calling  pari a 15, 
che rappresenta una percentuale d'errore di una base ogni 30, sono state analizzate con 
una  specifica  pipeline  chiamata  Trace2dbest 
(http://www.nematodes.org/bioinformatics/trace2dbEST/),  che  utilizza  il  Phred 
(http://www.phrap.org) per il base-calling e il taglio delle poly(A) e il Cross-match, che 
fa  parte  del  pacchetto  Phred/Phrap/Consed,  per  eliminare  le  sequenze  rimaste  dal 
vettore. I parametri utilizzati sono stati:
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 10 basi per il taglio del poly(A);
 una lunghezza minima (cut-off) pari a 100 basi, per mantenere la sequenza nei 
successivi lavori.
Utilizzando  questi  parametri  sono  state  ottenute  12.958 sequenze, con  una 
lunghezza media di 515 basi.
Il passo successivo è stato l'aggiornamento dei file QUAL per eliminare i valori 
corrispondenti alle basi eliminate dalla pulizia, in modo da avere gli stessi input per 
l'assemblaggio.
PULIZIA DELLE SEQUENZE 454.
Il  risultato  del  pirosequenziamento  è  dato  da  148.864  sequenze  ciascuna 
rappresentata da 4 file con formato SFF (Standard Flowgram Format), che contengono i 
dati di lettura per ogni base del flowgram, il valore dell'intensità della luce rilevata dalla 
macchina, il tipo di nucleotide rilevato (basecall), e il valore relativo alla qualità della 
base (quality score) (Figura 6.).
Figura 6. Flowgram visualizzato con il programma DNASTAR.
Usando il programma  sffinfo  contenuto nel pacchetto SFF Tools di Roche, è 
stato possibile estrarre i file FASTA e i corrispettivi QUAL dai quattro file SFF.
Ogni sequenza in FASTA è rappresentata da:
 l'accession number della read, o da un numero identificativo;
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 dalla lunghezza della sequenza;
 dall' “universal accession naming convention” (uaccno) che contiene: 6 caratteri 
per  il  TimeStamp,  1  carattere  “hash”  random,  2  numeri  identificativi  della 
regione di lettura e 5 caratteri che descrivono la posizione del pozzetto (Figura 
7.).
Figura 7. Esempio Sequenza FASTA estratta da un file SFF
Se per la pulizia delle sequenze derivate dal metodo Sanger ci sono programmi 
specifici,  lo  stesso  non  si  può  dire  per  le  sequenze  ottenute  con  il  metodo  454.  I 
programmi per la pulizia del vettore usati per le sequenze Sanger, non possono essere 
utilizzati  poiché  le  sequenze  dei  due  adattatori  sono  molto  degenerate.  I  pochi 
programmi  specifici  per  l'eliminazione  dell'adattatore  non  sono  stati  in  grado  di 
riconoscere la  sequenza e nelle  peggiori  ipotesi  tagliavano parti  di  sequenze ad alta 
qualità, senza considerare i quality file.
Per  pulire  il  file  multi-FASTA dalle  sequenze  dagli  adattatori,  sono  stati 
utilizzati  dei  programmi  appositamente  sviluppati  nel  nostro  laboratorio,  che 
riconoscono e tagliano tali sequenze, permettendo di discriminare le sequenze tagliate a 
seconda dell'adattatore eliminato. Uno dei  problemi principali è dato dal fatto che le 
sequenze 454 non sono orientate, ma è possibile ottenere delle informazioni parziali 
sull'orientamento originario, sia dalla presenza degli adattatori sia dal fatto che nel 3'-
end ci possono essere tratti poly(A). Per la pulizia delle sequenze dagli adattatori, sono 
state fatte anche delle prove con l'assembler  MIRA, che pratica un taglio abbastanza 
grezzo.  Purtroppo  in  letteratura  diversi  autori,  tra  cui  lo  stesso  del  programma, 
sconsigliano di utilizzare questo software quando si lavora con sequenze EST o con un 
basso coverage, perchè si perde molto materiale. Per questi motivi sono stati scritti dei 
nuovi  programmi  utilizzando  Python  (www.python.org) e  Biopython 
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(www.biopython.org), per  avere  un  totale  controllo  sulla  pulizia  delle  sequenze.  I 
programmi scritti sono stati utilizzati sia per il taglio delle sequenze degli adattatori e 
delle  corrispettive  sequenze  inverse  complementari,  sia  per  il  taglio  delle  code 
poly(A)/poly(T). Ad ogni operazione le sequenze ottenute sono state separate e divise in 
gruppi a seconda dell'adattatore in modo da risalire facilemente al loro orientamento 
originario.
Per rintracciare le sequenze degli adattatori è stato scartato il programma che 
utilizza il codice di BLAST (Basic  Local  Alignment  Search  Tool) perchè le code di 
poly(T) interferivano con l'allineamento, mentre è stato utilizzato un programma che 
non era influenzato dal tipo di basi con cui la sequenza era formata.  È stata utilizzata 
una libreria  chiamata FuGrep  (http://www.j-raedler.de/pages/software/fugrep.php) che 
utilizza l'algoritmo di Levenshtein (Fuzzy String Match) utile nel determinare quanto 
due stringhe siano simili. La distanza di Levenshtein è il numero minimo di modifiche 
elementari,  cancellazione di un carattere,  sostituzione di  un carattere  con un altro o 
inserimento di un carattere, che consentono di trasformare una stringa in un altra.
In Tabella 2. è possibile vedere i risultati al termine della pulizia, dopo aver 
impostato un cut-off  di 70 basi e dopo aver tagliato le sequenze di poly(A) e poly(T). 
Per il taglio di quest'ultime è stata utilizzata una sequenza di 12 basi ripetute di A. Oltre 
alla  sequenza degli  adattatori  è stata cercata anche la  corrispettiva  sequenza inversa 
complementare  “5'-END RC”.  Nei  test  è  stata  utilizzata  anche la  sequenza 3'-END, 
privata  della  coda  di  poly(T):  “3'-END  tagliata” 
(GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGCGGCCGC)  e  la  sua  complementare 
inversa: “3'-END tagliata RC”.
La presenza degli adattatori e di tratti di poly(A)/poly(T) indica che le sequenze 
454 preparate presentavano una discreta copertura delle sequenze terminali e delle open 
reading frame.
Adattatore Cut off >70 bp Taglio poly(A) e 
Cut off >70 bp
Taglio poly(T) e  
Cut off >70 bp
5'-END 47254 46626 46583
5'-END RC 295 295 294
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3'-END tagliata 3658 3654 114
3'-END tagliata RC 10 10 10
SOMMA 51217 50585 47001
Tabella 2. Riassunto numerico della pulizia delle sequenza dagli adattatori.
Dopo pulizia sono state ottenute 135.819 sequenze con lunghezza media di 195 
basi, contro le 148.864 iniziali con lunghezza media di 212 basi.
Anche in  questo caso il  passo successivo è  stato  quello  di  aggiornare i  file 
QUAL per  eliminare  i  valori  corrispondenti  alle  basi  eliminate  dalla  pulizia  delle 
sequenze.
ASSEMBLAGGIO IBRIDO.
La  tecnologia  454  è  una  metodica  molto  recente,  per  cui  i  programmi  di 
assemblaggio che lavorano con questi dati, sono ancora in fase sperimentale e non del 
tutto affidabili.  Il  programma più utilizzato,  diventato lo standard per questo tipo di 
clusterizzazione, è il programma della Roche “Genome Sequencer FLX Data Analysis” 
(Newbler), che viene fornito solo con il sequenziatore Genome Sequencer FLX System, 
per  cui  è  stato  necessario  cercare  delle  alternative  gratuite,  che  permettessero 
l'assemblaggio ibrido di sequenze 454/Sanger.
Sono stati analizzati alcuni software che permettono di processare le sequenze 
454, ma purtroppo consentono unicamente l'assemblaggio de-novo, che nel nostro caso 
non andava bene. Si è pensato anche di utilizzare i software usati per l'assemblaggio di 
sequenze  Sanger,  ossia  il  pacchetto  Phred/Phrap/Consed  ma,  purtroppo,  questi  non 
hanno  un  algoritmo in  grado  di  gestire  le  sequenze  454.  Alla  fine  è  stato  scelto  il 
software MIRA assembly system (http://chevreux.org/projects_mira.html) sviluppato da 
Bastien Chevreux, senza interfaccia grafica, proprietario (closed source) ma disponibile 
gratuitamente  e  specializzato  nell'assemblaggio  di  progetti  rappresentati  da  un  alto 
numero di sequenze ripetute, in grado di lavorare sia con dati di sequenziamento Sanger 
che con dati derivati dai più innovativi metodi di pirosequenziamento 454 e Solexa. Il 
funzionamento si basa sull'uso interattivo di strategie multipass,  utilizzando regioni ad 
alta similarità e strategie fallback per usare regioni a bassa similarità. Questo significa 
che  il  software  ripete  più  volte  il  processo  di  analisi  dei  dati;  di  default  l'analisi  è 
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ripetuta 7 volte,  di  modo che ad ogni “passaggio” il  software ottimizza il  processo, 
correggendo eventuali errori precedenti.
Con  la  versione  3.0,  MIRA  utilizza  un  nuovo  tipo  di  algoritmo, 
specificatamente creato per l'utilizzo di sequenze 454, sia in modalità assemblaggio de 
novo che in modalità assemblaggio ibrido assieme alle sequenze Sanger.
Sono state impostate le “technology settings”, ossia le impostazioni con cui le 
sequenze sono state prodotte. Per le 454 è stata impostata una lunghezza minima ad alta 
qualità, che la read deve avere per essere utilizzata nell'assemblaggio, pari a 70 basi ed è 
stato settato il valore di quality pari a 10; questo è un valore standard da usare quando si 
lavora con le sequenze 454. Le impostzioni relative alle sequenze Sanger sono: una 
lunghezza minima delle reads pari a 100 e il valore di quality pari a 15, considerato di 
default.
Per  quanto  riguarda,  invece,  la  lunghezza  minima  dell'allineamento  è  stato 
possibile assegnare diversi valori a seconda del tipo di sequenza. Più specificatamente il 
minimum  overlap è  stato  impostato  a  40  per  le  454  e  15  per  le  Sanger,  perchè 
quest'ultime presentano una maggiore qualità delle sequenze.
Come input è stato necessario fornire sia i file FASTA che i file QUAL delle 
sequenze  Sanger  e  454  ed  inoltre  un  file  che  in  formato  “NCBI  trace  info  XML” 
contiene le informazioni di clipping delle sequenze vettoriali, e le cosiddette Ancillary 
Data, ossia una descrizione dei dati e l'ubicazione della sequenza nei cromatogrammi. 
Non avendo a disposizione queste informazioni di  file XML e dato che le sequenze 
Sanger erano già state pulite, e quindi non c'erano informazioni sul  vector clipping, è 
stato scritto un programma in Python che ha permesso di ottenere come output un file 
XML correttamente formattato.
L'output di MIRA è costituito da 3 diverse cartelle contraddistinte dal nome del 
progetto e seguite da  _info, _log e results. Nella cartella _info ci sono i file di testo 
contenenti  informazioni  relative  all'assemblaggio  (come  ad  esempio  i  parametri 
utilizzati) e i file riassuntivi dei risultati ottenuti. Nella cartella _log, troviamo i file con 
le  operazioni  che  il  programma  ha  svolto  durante  il  processo,  compreso  il  numero 
identificativo delle eventuali sequenze scartate. Nella cartella  results ci sono invece, i 
file output veri e propri in formato multiFASTA e multiQUAL costituiti dai contig creati 
e gli eventuali file di output nei formati richiesti nella stringa di avvio del programma, 
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come ad esempio file in formato ACE.
I risultati dell'assemblaggio sono riassunti in Tabella 3., mentre in Figura 8. si 
può vedere un'immagine della schermata MIRA:
Sequenze usate 454 135.819
Sequenze usate Sanger 12.958
Numero totale contig 22.383
Numero basi contig 9.819.066
Lunghezza media contig 438,68
Contig >500 b 6.780
Contig >1000 b 719
Contig più lungo 1961
Tabella 3. Riassunto numerico dell'assemblaggio ibrido.
Figura 8. Contig costruito dal Mira visualizzato con EagleView
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Dopo l'assemblaggio sono state fatte le annotazioni funzionali e genomiche dei 
contig attraverso l'uso del software “Annot8r”, sviluppato dall' “Institute of Cell, Animal 
and Population Biology” dell' Università di Edimburgo. Questo software si basa sulle 
ricerche  di  similarità  contro  i  database  KEGG  (Kyoto  Encyclopedia  of  Genes  and 
Genomes), GO (Gene Ontology) e EC (Enzyme Commission).
Il Blast contro Gene Ontology, che integra informazioni su processi, funzioni e 
compartimenti cellulari, ha permesso di ottenere informazioni per 1.982 contig, mentre 
l'analisi usando il database KEGG, contenente informazioni sui pathway molecolari, ha 
permesso  di  annotare  3.174  contig.  Usando  l'Enzyme  Database  è  stato  possibile 
assegnare una putativa attività enzimatica ai peptidi codificati da 3.275 contig. In totale 
5.774 contig, sui 22.383, risultano annotati (pari al 25,66%). Questo algoritmo utilizza 
solo database che annotano proteine la cui identità è verificata in modo affidabile e 
quindi  diventa  molto  specifico;  mentre  le  annotazioni  funzionali  fatte  utilizzando 
database  come  InterPro  (software  InterProScan),  di  domini  proteici,  e  proteico  nr 
(software BlastX) comprendono anche informazioni non necessariamente convalidate 
da dati sperimentali.
Tutte queste informazioni sono in fase di ulteriore analisi per l'aggiornamento 
del database pubblico www.coffeedna.net.
4.2. ANALISI DELL'ESPRESSIONE GENICA IN CAMPIONI 
PROCESSATI DI CAFF  È  . 
4.2.1 CAMPIONAMENTO.
Per questa fase sperimentale abbiamo a disposizione due diversi campionamenti 
che corrispondono a 2 diverse problematiche sperimentali che si vogliono analizzare: 
come l'espressione di alcuni geni viene influenzata sia dai vari trattamenti post-raccolta, 
che dal contenuto di acqua nel caffè verde. Avremmo quindi:
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 campionamento “washed-natural”: caffè verdi provenienti  da 2 piantagioni e 
trattati con diverse tecniche di lavorazione post-raccolta;
 campionamento “water content”: caffè verde proveniente da un'unico raccolto, 
campionato in momenti successivi durante la fase di essiccazione.
CAMPIONAMENTO “WASHED-NATURAL”.
Tutto  il  materiale  utilizzato  per  questo  esperimento  è  costituito  da  Coffea 
arabica cv. Catuai, raccolto durante la stagione 2008, in 2 piantagioni localizzate nella 
medesima area geografica (Figura 9):
 Barra do Choça (latitudine 14°52'5'' S, longitudine 40°34'44'' O), Stato di Bahia 
(Brasile). Si trova ad un altitudine che va dai 860 ai 900 metri sopra al livello del 
mare con clima tropicale semi-umido. Il terreno è acido con molto sole e molto 
vento;
 Inhobim,(latitudine 15°16' S, longitudine 40°57' O), Stato di Bahia (Brasile). Si 
trova ad un altitudine che va dai 600 agli 840 metri sopra al livello del mare con 
clima tropicale semi-umido.  Il  terreno è  meno acido con molto sole e molto 
vento.
In entrambi i casi la concimazione del suolo è senza uso di insetticidi.
Il clima è tropicale con precipitazioni che variano da 363 a 2000 mm all'anno. 
Le precipitazioni sono caratterizzate da pioggia fine (aprile-luglio), con una stagione 
secca da luglio ad ottobre e pesanti piogge da ottobre a marzo. Le temperature oscillano 
tra i 19,2°C di luglio ai 26,6°C di marzo. La vegetazione passa da molto rigogliosa sotto 
ai 1000 metri ad essere arida e spoglia sopra i 1000 metri di altitudine. Entrambe le 
località appartengono alla provincia a cui fa capo la città di Vitòria da Conquista.
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Figura 9. Distanza tra le località: Inhobim (in basso a sinistra) e Barra do Choça (in alto a 
destra). Immagine tratta da Google maps.
La raccolta è stata fatta a mano ponendo attenzione al grado di maturazione 
delle ciliegie. Successivamente le drupe di ciascuna piantagione sono state sottoposte a 
3 tecniche di lavorazione ottenendo in tal modo sei diversi campioni.
I 3 diversi trattamenti post-raccolta sono qui di seguito descritti:
 Metodo naturale  :  le ciliegie di caffè dopo essere state pulite manualmente da 
materiale estraneo (pietre, legnetti, foglie), sono state sparse in patio ed essiccate 
al  sole  fino al  raggiungimento di  un’umidità  dell'11±1%. Successivamente  il 
chicco è stato separato dalla ciliegia secca e dal pergamino;
 Metodo  lavato  :  le  ciliegie  di  caffè  dopo  essere  state  pulite  manualmente  da 
materiale  estraneo,  sono  state  sottoposte  al  processo  di  “degomages” 
(spolpatura). Successivamente i semi ancora ricoperti da una parte della polpa 
(mucillagine) sono stati immersi in una vasca da 50 litri d’acqua. Il processo di 
fermentazione è durato 20 ore, con rimescolamenti continui, che consentono la 
rimozione della mucillagine che ricopre i grani di caffè. In seguito i campioni 
sono stati essiccati al sole fino al raggiungimento di un’umidità pari all'11±1% e 
i chicchi sono stati depergaminati;
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 Metodo semi-lavato  : le ciliegie dopo essere state pulite manualmente, sono state 
sottoposte al processo di  “degomages”. I chicchi ancora ricoperti da una parte 
della polpa (mucillagine) sono stati direttamente sparsi in patio, senza la fase di 
fermentazione che caratterizza il processo lavato, e lasciati essiccare al sole fino 
al  raggiungimento  dell’umidità  relativa  dell'11±1%.  Successivamente  i  semi 
sono stati separati dal pergamino.
L'11±1% di umidità dei semi è un valore standard che rispecchia la normativa 
internazionale di standardizzazione ISO 1446:2001 “Determination of water content -  
Basic  reference  method”,  in  accordo  con  le  associazioni  ICO (International  Coffee 
Organization, http://www.ico.org/field_processing.asp), EC (European Commission) ed 
ASIC (International Association on Coffee Science). Il processo di essiccazione è una 
fase molto importante perchè può influire sulla qualità finale del prodotto, governando 
la fermentazione durante lo stoccaggio e il trasporto. Un caffè troppo asciutto diventa 
fragile e si può rompere facilmente nelle fasi successive di lavorazione, mentre un caffè 
troppo umido è facile bersaglio di muffe, batteri e micotossine che possono alterare le 
qualità sensoriali della bevanda (Reh et al., 2006).
Durante il giorno i chicchi sono stati continuamente movimentati in modo da 
evitare la comparsa di muffe o fermentazioni indesiderate; mentre la notte i campioni 
sono stati ricoperti per proteggerli dalla condensa notturna e da eventuali piogge.
In Tabella 4. sono riassunte le caratteristiche principali dei campioni:
CAMPIONE PIANTAGIONE TRATTAMENTO RACCOLTA TRATTAMENTO ESSICAZIONEin patio
Ba-N Barra do Choça naturale 3.sett.2008 Asciugatura frutti interi 10 gg
Ba-S Barra do Choça semi-lavato 3.sett.2008 Spolpamento a macchina 5 gg





In-N Inhobim naturale 28.ago.2008 Asciugatura frutti interi 10 gg
In-S Inhobim semi-lavato 28.ago.2008 Spolpamento a macchina 5 gg









Il materiale utilizzato è costituito da Coffea arabica cv. Mundo Novo di origine 
brasiliana  (raccolto  2005)  proveniente  dallo  stesso  campo  e  trattato  con  metodo 
semilavato.  Durante  l'essicazione  in  patio  sono  stati  fatti  prelievi  giornalieri  per 
monitorare il contenuto in acqua. I campioni a nostra disposizione sono caratterizzati da 
quattro diverse percentuali di umidità: 16,9%, 14,1%, 11,8% e 7,2%. In questo modo 
abbiamo  la  possibilità  di  testare  se  l'espressione  di  alcuni  geni  presi  in  esame  sia 
influenzata dal contenuto in acqua del seme. Bisogna ricordare che il seme disidratato è 
in  uno  stato  di  quiescenza,  ma  ancora  vitale  e  metabolicamente  attivo.  Il  seme  è 
sottoposto ad un enorme stress sia  idrico che osmotico,  causato dalla  disidratazione 
forzata,  ed è naturale  che al  suo interno si  attivino dei  meccanismi di  reazione allo 
stress.
4.2.2 PREPARAZIONE DEL cDNA.
In  un  lavoro  precedentemente  svolto  presso  il  nostro  laboratorio  (Del  Terra 
2008), erano stati eseguiti diversi  esperimenti  per la messa a punto di  un protocollo 
ottimale per l’estrazione di RNA a partire da campioni di semi verdi. Basandoci quindi 
su questo studio, il metodo scelto per l’estrazione è stato quello di Chang et al (1993) 
opportunamente  modificato.  Questo  protocollo  basato  sull’uso  di  CTAB,  è  stato 
modificato  aggiungendo  al  buffer  di  estrazione  0,5  mg/ml  di  Proteinasi  K  e 
un’incubazione a 55°C per 2 ore. Questo sistema si è rivelato piuttosto affidabile nel 
produrre  RNA di  buona qualità  ed  eventualmente  con una  doppia  precipitazione  in 
Cloruro di Litio si possono rimuovere eccessive contaminazioni da polisaccaridi.
Dopo  l'estrazione,  l'RNA è  stato  controllato  su  gel  d'agarosio  in  condizioni 




Figura 10.A Corsa in gel d'agarosio denaturante dei campioni di RNA di C. arabica cv. Catuai. 
Sono ben visibili le 2 bande dell'RNA ribosomale
Figura 10.B Corsa in gel d'agarosio denaturante degli RNA dei campioni “water conten”.
Dalle  immagini  risulta  evidente  che  l'RNA è  parzialmente  degradato.  Ciò  è 
probabilmente dovuto all'età dei campioni ed al fatto che gli stessi non sono stati conservati 






Br-L 2608 2,152 2,070
Br-N 1588 2,181 1,900
Br-S 1264 2,179 1,775
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In-L 2532 2,124 1,901
In-N 2308 2,137 2,025
In-S 1860 2,163 1,962
wc 16,9% 414 2,186 2,115
wc 14,1% 594 2,157 2,378
wc 11,8% 382 2,163 2,092
wc 7,2% 478 2,194 2,155
Tabella 5. Dati relativi agli RNA estratti dai campioni di arabica cv. Catuai e “water 
content” (wc).
1  μg di  RNA totale  è stato  trattato  con enzima DNase per l'eliminazione di 
eventuali contaminazioni di materiale genomico e successivamente retrotrascritto.
4.2.3 SCELTA DEI GENI.
GENI DI RIFERIMENTO.
La ricerca bibliografica e in silico ha portato ad individuare i seguenti candidati 
geni di riferimento, su cui sono stati disegnati i primer per l'analisi in PCR quantitativa, 
come descritto in materiali e metodi:
Rpl7: 60S proteina ribosomale L7. I primers sono stati disegnati su 4 sequenze 
specifiche  di  Coffea  arabica dal  database  w  ww.coffeedna.net  , identificate  tramite 
BLASTn  contro  la  sequenza  pubblica  SGN-U351477  di  C.  canephora, 
(http://solgenomics.net/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U351477; cfr.  1.9.2 
introduzione). Le sequenze riconosciute sono state assemblate e la sequenza consenso 
specifica  di  Rpl7  di  C. arabica è  riportata  qui  di  seguito,  con  primers  (descritti  in 
Barsalobres-Cavallari et al., 2009) evidenziati in grassetto e la sequenza dell'amplificato 
real time sottolineata:



















S24: proteina ribosomale I primers sono stati disegnati su 2 sequenze specifiche 
di Coffea arabica dal database w  ww.coffeedna.net  , identificate tramite BLASTn contro 
la  sequenza  pubblica  SGN-U349723  di  C.  canephora 
(http://solgenomics.net/search/unigene.pl?unigene_id=  SGN-U349723)  .  Le  sequenze 
riconosciute  sono  state  assemblate  e  la  sequenza  consenso  specifica  di  S24  di  C. 
arabica è riportata qui di seguito, con primers (descritti in Cruz et al., 2009) evidenziati 
in grassetto e la sequenza dell'amplificato real time sottolineata:






ATGCTAAGAAATTTGAGCCCAAATATCGGCTTATCA  GGAATGGCCTGGATACTAAGGTAGAGAAGTCTAG  





UBQ10: ubiquitina 10. I primers sono stati disegnati su una sequenza specifica 
di Coffea arabica dal database w  ww.coffeedna.net  , identificata tramite BLASTn contro 
la sequenza pubblica EE199621 di  C. canephora. La sequenza consenso specifica per 
l'ubiquitina 10 di C. arabica, ricavata dopo l'assemblaggio delle sequenze identificate, è 
qui di seguito riportata con i primers specifici (descritti in Cruz et al., 2009) evidenziati 
in grassetto e la sequenza dell'amplificato real time sottolineata:



















GAPDH: gliceraldeide 3 fosfato deidrogenasi. I primers sono stati disegnati su 
2 sequenze specifiche di  Coffea arabica dal database  w  ww.coffeedna.net  , identificate 
tramite  BLASTn  contro  la  sequenza  pubblica  SGN-U347734  di  C.  canephora 
(http://solgenomics.net/search/unigene.pl?unigene_id=  SGN-U347734  ).  La  sequenza 
consenso  specifica  per  GAPDH  di  C.  arabica,  ricavata  dopo  l'assemblaggio  delle 
sequenze  identificate,  è  qui  di  seguito  riportata  con  i  primers  (disegnati  ex-novo) 
evidenziati in grassetto e la sequenza dell'amplificato real time sottolineata:











ACATTATTCCCAGTAGCACTGGAGCTGCCAAGGCTGTTGGGAAAGTTCTTCCAGCCCTCAATGGTAA  ATT  









14-3-3 appartiene ad una famiglia di molecole regolatorie conservate che hanno 
la capacità di legare una moltitudine di proteine funzionalmente diverse. I primers sono 
stati  disegnati  su  1  sequenza  specifica  di  Coffea  arabica dal  database 
w  ww.coffeedna.net  , identificata  tramite  BLASTn contro  la  sequenza  pubblica  SGN-
U356404 di  C. canephora (http://solgenomics.net/search/unigene.pl?unigene_id=  SGN-  
U356404). La sequenza consenso specifica per la proteina 14-3-3 di C. arabica, ricavata 
dopo l'assemblaggio delle sequenze identificate, è qui di seguito riportata con i primers 




>coffea arabica mRNA for 14-3-3 gene partial sequence
CCATTAACCCTCACTAAAGGGGAACTCTGAAAAACTCTGTGACTGTGCTCTTTAGCTTCCAAACG  GCATA  
AAAGGAAACAAAAACTCACATTTGAGTAAGACAATATGTCTCGTGAAGAGAATGTTTACATGGCCAAGTT














La stabilità dei 5 candidati geni di riferimento è stata testata con il software 
geNorm e in Figura 11. è rappresentato il grafico del risultato per i diversi tessuti di 
Coffea  arabica.  Il  software calcola  la  misura  della  stabilità  dell'espressione  genica 
(definita come valore M) per ciascun  reference gene come la media delle coppie di 
variabilità per il gene di riferimento con tutti gli altri geni testati. L'esclusione graduale 
del gene con il valore più alto di M permette una classifica della stabilità di espressione 
dei  geni  testati. Come si  può vedere  i  due  geni  con  i  valori  più  bassi  di  M sono: 
Gliceraldeide 3 fosfato deidrogenasi e la proteina ribosomale L7.




Due coppie di primer (GAPDH e 14-3-3) dei 5 geni di riferimento sono stati 
disegnati  su  sequenze  specifiche  di  C.arabica,  mentre  le  altre  coppie  di  primer, 
originariamente disegnate su sequenze di C. canephora, sono state analizzate anche in 
sequenze di  C. arabica, riconoscendo un'allineamento perfetto senza gap o scambi di 
basi.
GENI BERSAGLIO.
Sulla base dei campioni da analizzare e considerando lo scopo di questa tesi, è 
stata posta l'attenzione sulla scelta di geni target coinvolti nei processi di germinazione e 
stress, ed altri geni di importanza rilevante per gli effetti sensoriali e fisiologici della 
bevanda. Tutte le informazioni sui pathway molecolari sono state ottenute attraverso il 
database KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), mentre le sequenze e le 
relative  informazioni  bibliografiche  sono  state  ricavate  nei  database  pubblici  e  dal 
database locale di Coffea arabica (www.coffeedna.net).
I  geni  selezionati  per  l'analisi  di  espressione  genica  sono  qui  di  seguito 
brevemente descritti.  Per un maggiore approfondimento si  rimanda al  capitolo  1.9.1 
dell'introduzione.
Isocitrato  liasi è  un  enzima  del  metabolismo  energetico  che  catalizza  la 
reazione  reversibile  dell'  isocitrato  in succinato  e  gliossilato.  Questo  enzima, 
considerato un indicatore di attività metabolica, è stato studiato anche nel caffè perchè 
associato alla ripresa dei processi di germinazione nel seme durante i trattamenti post 
raccolta (Selmar et al 2004b; Selmar et al 2006; Bytof et al 2007).
I primer sono stati disegnati sul consensus ottenuto allineando la sequenza EST 
pubblica GT006496 di  Coffea arabica e 2 sequenze del nostro database. La sequenza 
con i primer è la seguente:









GTGATTCATTAGGCAGTTCAAGCCAGGTGAATGTGGAAG  AGAGTCTTCATCTCTGATTTGGGTGCCTGTG  





Glutammato  decarbossilasi (GAD)  trasforma  L-glutammato  in  acido  γ-
aminobutirrico  (GABA)  mediante  una  reazione  di  α-decarbossilasi.  Il  GABA viene 
considerato un marcatore associato allo stress, e in particolare nel caffè verde è correlato 
al trattamento post-raccolta (Bytof et al 2004; Bytof et al 2005).
Utilizzando la sequenza  EST pubblica EE199889 di  Coffea canephora  come 
sonda per le analisi di similarità, è stata ricostruita una sequenza parziale costituita da 4 
sequenze del nostro database locale. I  primer per l'analisi di espressione genica sono 
stati disegnati sul seguente consensus:








TGACAGTCAGTTACTTCGAGTGGGTTCAGAACATTCAAGGGTTTATGTGGGACGAAGA  GAAAGTAAATGC  
AGAGCTTAAGACATACATGACTAGAGGATTTAAAGACGTCAAGGAGATGTGCAACACTCACAACTGTGAT




Beta-tubulina è indispensabile per l'assemblaggio dei microtubuli durante la 
divisione cellulare, interviene nel ciclo cellulare ed è quindi coinvolta nella ripresa dei 
processi di germinazione del seme (Selmar et al 2004b; Selmar et al 2006; Bytof et al  
2007,).
Le  sequenze  EST  pubbliche  GR996801,  GR996388,  GR999751,  GR999485, 
GR999363 di Coffea arabica sono state utilizzate come input per la ricerca di similarità 
nel  database  locale  www.coffeedna.net. Come  risultato  è  stata  riconosciuta  una 
sequenza  ed  i  primer  sono  stati  disegnati  sull'allineamento  di  questa  con le  5  EST 
pubbliche. La sequenza con i primer è la seguente:














GAGTGGATCCCAAATAATGTCAAGTCAAGTGTTTGTGATATTCCTCCGACTGGTTTGAAG  ATGGCATCTA  








Caffeina sintasi è un enzima coinvolto nel metabolismo della caffeina e nella 
biosintesi degli alcaloidi purinici. La  caffeina ha un ruolo molto importante perchè è 
considerata un composto fisiologicamente attivo, oltre che responsabile dell'aroma della 
bevanda. (Koshiro et al., 2006; Joët et al., 2009).
I primer sono stati disegnati sul consensus ottenuto allineando diverse sequenze 
pubbliche, sia nucleotidiche che EST, con 10 sequenze del nostro database. In totale 
sono  state  usate:  18  sequenze  nucleotidiche,  corrispondenti  alla  7-metilxantina  N-
metiltransferasi,  (DJ428087,  DJ428086,  AB086415,  AB086414,  BD449561, 
BD449560,  BD449559,  BD449558,  BD392388,  BD392387,  AB084126,  AB084125, 
AB034699,  AB054843,  AB054842,  AB054841,  AB034700,  AB039725),  5  sequenze 
EST  (GT010916,  GT000826,  GR994856,  GR999838,  GR993866,  GR989993)  di 
Coffea arabica ed 1 sequenza EST (GW397393) di Coffea canephora. La sequenza con 
i primer è la seguente:







TGAATTAGAACGTCCCACCATTCAGATTTT  TCTGAATGATCTTTTCCAAAATGATTTCAATTCGGTTTTC  

















p-coumaroil 3 idrossilasi è un enzima della biosintesi degli acidi clorogenici, 
che assieme alla caffeina ha un ruolo molto importante sia sulla salute dell'uomo che 
sull'aroma della bevanda (Koshiro et al., 2007; Lepelley et al., 2007, Joët et al., 2009).
Utilizzando la sequenza  EST pubblica EE193656 e  la  sequenza nucleotidica 
DQ269126, entrambe di  Coffea canephora,  come sonde  per le analisi di similarità, è 
stata ricostruita una sequenza parziale costituita da una sequenza del database locale con 
le  2  del  database  pubblico,  codificante  per  l'enzima p-coumaroil  3  idrossilasi  di  C. 
arabica. I  primer per l'analisi di espressione genica sono stati disegnati sul seguente 
consensus:













GAGCACACTCTTGCAAGGCAAAAGAGTGGCAAT  ACTAAGCAGCATTTTGTTGATGCATTGATCACTCTTC  













Riduttasi 5-α steroidea è un'enzima coinvolto nel metabolismo degli ormoni 
delle piante, con un ruolo importante nelle situazioni di stress.
La sequenze EST  pubblica EE199428 di  Coffea canephora, è stata utilizzata 
come input per la ricerca di similarità nel database locale  www.coffeedna.net. Come 
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risultato  è  stata  riconosciuta  una  sequenza  ed  i  primer  sono  stati  disegnati 
sull'allineamento di queste due. La sequenza con i primer è la seguente:




CAGAAATCTGGAGGGGGAATCAAAC  TATCCAGCAGAACTGGGATGCTTCTACTCTACAGCCCAGCAGCCG  












Acido grasso sintasi è un enzima multifunzionale che catalizza diverse reazioni 
ma  principalmente  è  coinvolto  nella  biosintesi  degli  acidi  grassi.  Questo  enzima  è 
correlato alla concentrazione dei lipidi presenti nel seme, un dato importante in quanto 
questi possono contenere dal 12-18% in peso secco di lipidi.
I primer sono stati disegnati sul consensus ottenuto allineando 6 sequenze EST 
pubbliche di Coffea  arabica (GR990950,  GR980162,  GR980248,  GR981244, 
GR981192,  GR981040),  con 2 sequenze  del  database  locale  www.coffeedna.net. La 
sequenza con i primer è la seguente:




GGCAGAAAGT  TACCAAAACTTGATGATAAGACGGCARAGTACATTCGTACTGGTTTAACTCCAAGATGGA  









Piruvato chinasi è un'enzima coinvolto nella glicolisi e nel metabolismo delle 
purine, del piruvato e degli ormoni delle piante.
Dalla  ricerca  in  database  pubblico,  sono state  identificate  9  EST di  Coffea 
arabica (GT004535,  GR990921,  GR996767,  GR996207,  GR996508,  GT003653, 
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GT000172 GR982200, GR980639). Il consensus dell'allineamento è stato utilizzato per 
l'analisi di similarità nel database locale ed il risultato non ha dato riscontri positivi, 
quindi i primer sono stati disegnati sul consensus delle EST pubbliche. La sequenza con 
i primer è la seguente:















Geranil transferasi è un'enzima appartenente alla via della biosintesi dell'acido 
abscisico, un fitormone terpenico coinvolto nella dormienza dei semi e nel blocco della 
mitosi (da Silva et al., 2004).
I primer sono stati disegnati sul consensus ottenuto allineando 9 sequenze EST 
pubbliche di Coffea  arabica  (GT002277,  GT000546,  GT006124,  GT003731, 
GT004207, GT001493, GR995612, GR999532, GR993766), con 2 sequenze del nostro 
database locale. La sequenza con i primer è la seguente:

























Shikimate  idrossi-cinnamoyl  transferasi è  una  transferasi  coinvolta  nel 
metabolismo dei fenilpropanoidi o acidi clorogenici (Koshiro et al., 2007; Lepelley et  
al., 2007; Joët et al., 2009).
Nel  database  pubblico  sono  state  depositate 2  sequenze  nucleotidiche 
codificanti per questo enzima: EF153929 di  Coffea canephora e EF450248 di Coffea 
arabica. Il mRNA parziale è stato utilizzato come input per la ricerca di similarità nel 
nostro database locale e come risultato è stata riconosciuta una EST. I primer sono stati 
disegnati sull'allineamento di queste 3 sequenze.














GTATGACATTTGAACGGGAGCACAT  CACATGAATTTTCACGCTTGTATTAATAGCTTTCGGGTCCGGGGC  
CGAG  CTATTCATGCGGTGGTGGTT  TCTTGAGTAATTGTTTAAGCTTATGAAGAACCACTGTTCTGTTTTG
TACCTACGTGGACAATAATTCTTGTCTAAGTTCCTTGTGCATGTAATGATGATGAAAG
Saccarosio  sintasi è  un  enzima  delle  vie  metaboliche  del  saccarosio  e 
dell'amido che catalizza la reazione in cui l'UDP-glucosio e il fruttosio sono trasformati 
in saccarosio e UDP.
I primer sono stati  disegnati  sull'allineamento di sequenze pubbliche ed una 
sequenza del database locale. Le informazioni pubbliche sono costituite da: 20 sequenze 
EST  (GT020973,  GT018100,  GT021567,  GT010331,  GT016688,  GT014169, 
GT002440,  GT004005,  GT003888,  GR996977,  GR994792,  GR995976,  GR987296, 
GR991059, GR990591, GR990530, GR988340, GR985107, GR980189, GR980060) e 
2 sequenze nucleotidiche (AM087674 e AJ575256) di Coffea arabica. La sequenza con 
i primer è la seguente:













GTTAATCTTGTCGTGGTTGGTGGAGACCGAAGGAAGGAATC  CAAAGATTTGGAAGAACAAGCTGAGATGA  













Amido sintasi è una transferasi che catabolizza la reazione tra ADP-glucosio e 
[(1-4)-α-D-glucosil]n in ADP e [(1-4)-α-D-glucosil]n+1,  determinando la  crescita  della 
catena  di  amido.  L’amido  è  il  carboidrato  di  riserva  delle  piante,  nelle  quali  viene 
immagazzinato come fonte energetica, dopo essere stato prodotto per via enzimatica a 
partire da singole molecole di glucosio.
L'allineamento  delle  sequenze  EST  pubbliche  (GT018847,  GT018573, 
GT018982, GT009324, GT009952, GT007532, GR995282, GR996437, GR997669) di 
Coffea arabica., è stato utilizzato come input per la ricerca di similarità nel database 
locale www.coffeedna.net. Come risultato è stata riconosciuta una sequenza ed i primer 
sono stati disegnati sull'allineamento di queste 10 sequenze. La sequenza con i primer è 
la seguente:













GTTGCTGGGAGTGAAGCTGGTGTTGACGGAGACGAAAT  TGCCCCACTCGCCAAGGAAAACGTTGCCACAC  





Proteina trasportatrice di esosi è una carrier di zuccheri. Gli zuccheri sono 
considerati molecole estremamente importanti sia come fonte di carbonio ed energia, sia 
come  molecole  segnale  in  grado  di  regolare  divisione,  crescita  e  differenziamento 
cellulare (Smeekens et al., 2000).
La ricerca nei database pubblici ha permesso di individuare 2 sequenze EST 
specifiche  per  la  proteina  trasportatrice  di  esosi:  GR988836  di  Coffea  arabica e 
DV689971 di Coffea canephora. Il loro utilizzo per la ricerca di similarità nel database 
locale  www.coffedna.net, ha  dato  esito  negativo.  I  primer  sono  stati  disegnati  solo 
sull'assemblaggio delle sequenze pubbliche. La sequenza con i primer è la seguente:
>coffea arabica mRNA for hexose carrier protein partial sequence
GGTCGAATTTTCCTCGGAGTTGGGATTGGCTTTGCAAACCAGTCAGTCCCCTTGTACCTCGCTGAAATGG
CACCACCCAAAAAGAGAGGAGCTTTTACCTCTGGCTTCAATTTCTGTGTTGGAATTGGTATTTTGATAGC
TAACTTAATTAACTACGGTGCTGCAAAAATCA  GAGGTGGTTGGGGATGGCGAATCTCCTTAGCAATGGCT  









Aldolasi è  una  liasi  del  ciclo  della  glicolisi/gluconeogenesi,  ma  interviene 
anche nella via dei pentosio fosfati e nel metabolismo del fruttosio e mannosio.
I primer sono stati disegnati sull'allineamento tra 26 sequenze EST pubbliche di 
Coffea  arabica  e  2  sequenze  del  database  locale.  Le  sequenze  pubbliche  sono: 
GR989256,  GR987287,  GR984508,  GR984202,  GR984166,  GR990894,  GR990849, 
GR990848,  GR990835,  GR988886,  GR990689,  GR990457,  GR988328,  GR985745, 
GR992085,  GR991940,  GR991791,  GR987902,  GR985068,  GR980878,  GR980792, 
GR980614, GR980602, GR979958, GR981864, GR981859. La sequenza con i primer è 
la seguente:
















AGGAGGAAGCTACTCGTAACCTGAATGCCATGA  ACAGACTGAAGACGAAGAAGCCATGGTCCCTTACCTT  






Enoil CoenzimaA idratasi è un'enzima che idrata il doppio legame tra C2-C3 
nell'acyl  CoA  ed  è  quindi  essenziale  nel  metabolismo  degli  acidi  grassi  per  la 
produzione di acetyl  CoA ed energia.  Interviene anche nella biosintesi  degli  ormoni 
delle piante e nella degradazione del geraniolo.
Nel database pubblico sono state individuate 11 EST di Coffea arabica che si 
allineano  in  un  unico  contig:  GT020380,  GT020302,  GT019734,  GT007589, 
GT007657, GT006925, GT006133, GT003663, GR999068, GR998772.1, GR997987. Il 
consensus è stato utilizzato come input per la ricerca di similarità nel database locale, 
evidenziando  2  sequenze  poi  utilizzate  nell'assemblaggio  globale  per  il  disegno  dei 
primer. La sequenza con i primer è la seguente:



















Invertasi è  un'enzima  che  idrolizza  il  saccarosio  in  fruttosio  e  glucosio, 
attraverso  una  reazione  irreversibile.  Privat  et  al.  (2008)  hanno  dimostrato  la  forte 
attività di questo enzima nelle prime fasi di sviluppo dei semi.
I primer sono stati disegnati sull'allineamento di sequenze pubbliche di Coffea 
arabica con una sequenza del database locale. Le sequenze pubbliche sono formate da: 
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3 EST GT018541, GR992798, GR980289 ed una sequenza nucleotidica DQ834316. La 
sequenza con i primer è la seguente:














Le coppie di primer che successivamente sono state studiate in real time PCR, 
sono  state  disegnate  specificatamente  per  C.  arabica.  In  alcuni  casi  nei  database 
pubblici erano presenti solo sequenze EST sia di C. canephora che C. arabica, in altri 
casi  erano  disponibili  anche  le  sequenze  nucleotidiche.  In  quest'ultimo  esempio 
ricadono  i  primer  disegnati  per  caffeina  sintasi,  p-comaroyl  3  idrossilasi,  shikimate 
idrossiltransferasi, saccarosio sintasi e invertasi. Un caso a parte è la coppia di primer 
per l'enzima GAD: le informazioni pubbliche sono costituite unicamente da sequenze 
EST di C. canephora. Per tutte e 16 le coppie di primer le informazioni pubbliche sono 
state integrate anche dalle EST specifiche di C. arabica del database locale.
4.2.4 OTTIMIZZAZIONE DELL'ANALISI DI ESPRESSIONE GENICA.
Per  l'analisi  di  espressione  dei  geni  in  esame  ho  scelto  la  tecnologia 
dell'amplificazione in tempo reale dell' RNA messaggero (real time PCR).
Una prima fase è servita alla messa a punto della reazione per l'ottimizzazione 
dei parametri termici in base alle caratteristiche delle coppie di primer. Alla fine di ogni 
reazione di qPCR viene inserita l'analisi della melting curve (incrementi di 0,5°C da 65° 
fino a 95°C) per individuare eventuali contaminazioni da dimeri di primer. Questo è un 
passaggio  obbligatorio  quando si  usa  la  tecnica  di  marcatura  dell'amplificato  con il 
Sybrgreen. Questo fluoroforo, intercalando in modo aspecifico nel doppio filamento di 
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DNA, potrebbe legare anche le eventuali amplificazioni date da dimeri di primer, dando 
falsi positivi che non sono distinguibili dalle reali amplificazioni dei geni in esame.
Utilizzando  un  campione  di  RNA estratto  da  una  drupa  a  32  settimane  di 
maturazione,  sono  state  fatte  tutte  le  prove  di  ottimizzazione  della  temperatura  di 
annealing dei primer. Per ridurre la contaminazione da DNA genomico il campione di 
RNA è stato trattato con DNase e in seguito retrotrascritto a cDNA. L'efficienza di tutte 
le coppie di primer è stata valutata tramite gradiente di temperatura di appaiamento al 
cDNA variante da 50°C a 62°C. Dall'analisi di tutte le curve di amplificazione di ogni 
sistema ad ogni temperatura testata, è stato possibile determinare che a 61,3°C tutti i 
sistemi amplificano con una sufficiente efficienza.
Anche l'analisi finale della curva di melting ha dato esiti positivi, rilevando un 
unico picco di fluorescenza caratteristico per ciascuna coppia di primer, confermando 
che il DNA che si analizza nella curva di amplificazione è il prodotto specifico atteso 
della reazione.
4.2.5 VALUTAZIONE DELL'EFFICIENZA DI AMPLIFICAZIONE DEI 
PRIMER.
Il  valore  dell'efficienza  della  PCR  è  un  parametro  fondamentale  per  la 
procedura di quantificazione dei geni, su cui si basa tutta l'analisi dei dati. Per il calcolo 
dell'efficienza sono stati utilizzati i dati grezzi della fluorescenza per ogni reazione di 
real time PCR, in modo da identificare le migliori condizioni per ciascuna coppia di 
primer. L'analisi è stata fatta con il software “LinReg PCR”, descritto da Ramakers et  
al.,  2003  e  da  Ruijter  et  al.,  2009  (version  11.0,  download:  http:// 
LinRegPCR.HFRC.nl).
In  Tabella  6.  sono  riportati  i  valori di  efficienza  e  del  coefficiente  di 
correlazione quadrato (R2). Sono  considerati ottimali valori di efficienza compresi tra 
85% e 105%, mentre valori di R2 prossimi ad 1 indicano una buona correlazione e poca 
dispersione dei dati attorno alla linea di regressione. Nelle regressioni lineari esso è il 
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quadrato  del  coefficiente  di  correlazione,  che  in  statistica  è  indicativo  di  una 
proporzione tra la variabilità dei dati e la correttezza del modello statistico utilizzato.
Primer Efficienza (%) R2
Isocitrato liasi 90 0,999
GAD 91,5 0,998
β-tubulina 91 0,997
Caffeina sintasi 91 0,996
p-comaroyl 3 idrossilasi 93 0,999
Riduttasi 5-α steroidea 94,3 0,997
Acido grasso sintasi 93 0,998
Piruvato chinasi 95 0,999
Geranil transferasi 93,4 0,996
Shikimate idrossil transferasi 93,1 0,999
Saccorosio sintasi 95,4 0,999
Amido sintasi 95,6 0,999
Proteina trasportatrice degli esosi 91 0,999
Aldolasi 97,2 0,998
Enoil idratasi 91,2 0,996
Invertasi 94 0,996
Rpl 7 92 0,999
GAPDH 98 0,997
Tabella 6. Valori di efficienza e del coefficiente di correlazione quadrato delle coppie di 
primer, calcolati con il programma LinRegPCR.
4.2.6 ANALISI DELL'ESPRESSIONE GENICA (METODO DEL Δ(ΔCt))  
NEI CAMPIONI “WASHED-NATURAL”.
Negli  studi  di  espressione  genica  ci  sono  diverse  variabili  da  prendere  in 
considerazione:  la  quantità  di  materiale  di  partenza,  l'efficienza  enzimatica  delle 
reazioni di retrotrascrizione e le differenze di attività trascrizionale tra tessuti e cellule. 
L'utilizzo di reference genes per la normalizzazione dei dati ha lo scopo fondamentale di 
eliminare  tutti  questi  fattori  intrinseci,  in  quanto  questi  geni  presentano la  massima 
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stabilità di espressione nei campioni e tessuti presi in esame. In questo modo tutti i dati 
di quantizzazione (espressione) possono essere comparati tra di loro.
Come suggerito dalla recente letteratura (cfr. 1.9.2 introduzione) e dopo l'analisi 
con il software geNorm™ per la ricerca dei geni più stabili, in questi esprimenti sono 
stati utilizzati contemporaneamente 2 geni reference: Rpl7 e GAPDH. La presenza di 
geni multipli come controlli interni viene proposta sia per ridurre l'errore sistematico 
che per migliorare l'accuratezza delle analisi. Rpl7 e GAPDH hanno funzioni diverse 
all'interno  della  cellula  perchè  il  primo  è  coinvolto  nella  formazione  dei  ribosomi, 
mentre la gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi fa parte del ciclo della glicolisi. Come 
parametro di valutazione dell'errore manuale durante l'allestimento delle reazioni, è stata 
presa la deviazione standard calcolata sulle tre repliche tecniche per ciascun gene.
I  risultati  di  espressione  sono  stati  esaminati  sia  attraverso  l'analisi  della 
varianza a due vie (ANOVA multivariata) sia con con la tecnica della PCA (analisi delle 
componenti principali)  (cfr.  3.3 materiali e metodi). L'analisi di espressione genica e 
l'ANOVA  sono  descritte  per  ciascun  gruppo  metabolico.  La  potenzialità  del  test 
statistico va intesa come la probabilità di rifiutare un'ipotesi nulla, che nel caso specifico 
è costituita da una significativa correlazione tra le variabili,  e di accettare un'ipotesi 
alternativa: le variabili considerate sono indipendenti le une dalle altre. Al termine è 
stata  proposta  l'analisi  PCA  che  permette  di  avere  una  rappresentazione  grafica 
riassuntiva  delle  relazioni  tra  le  variabili  intese  come  geni,  trattamenti  e  luoghi  di 
crescita.
MARCATORI ASSOCIATI ALLO STRESS E ALLA GERMINAZIONE.
I geni associati ai processi di germinazione sono l'isocitrato liasi e la β-tubulina, 
mentre la GAD è associata ai livelli di stress a cui i semi sono sottoposti durante la 
raccolta, la pulizia e lo stoccaggio finale.
I risultati  delle  analisi  real  time sono  riportati  in  Figura  12.  e  Tabella  6. 
Nell'immagine  si  pone  subito  in  evidenza  il  comportamento  dell'enzima  GAD  che 
presenta diversità di espressione tra i campioni Ba ed In nei trattamenti naturali e lavati. 
Anche per l'enzima isocitrato liasi si nota variabilità nell'espressione tra i campioni Ba 
ed In, ma solo nei trattamenti semilavati. Analizzando in particolare le singole località 
Ba è caratterizzata da maggiore espressione dell'isocitrato liasi nei campioni lavati (Ba-
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L vs Ba-S  p- value 0,030, Ba-L vs Ba-N  p- value 0,045) e in successione naturali e 
semilavati, mentre la β-tubulina ha un valore di espressione simile tra metodo naturale e 
semilavato con una diminuzione nel trattamento lavato (Ba-L vs Ba-N p- value 0,010, 
Ba-L vs Ba-S  p- value 0,011). In località Inhobim l'isocitrato liasi presenta valori di 
espressione stabili nei 3 trattamenti, mentre ci sono varibilità significative di espressione 
tra i vari metodi post-raccolta per l'enzima β-tubulina che presenta maggior espressione 
nel semilavato (In-S vs In-N p- value 0,015) e a decrescere in quello lavato e naturale. 
Nella letteratura è stata posta l'attenzione sulle lavorazioni post raccolta nel seme di 
caffè in quanto si attivano processi di germinazione (Selmar et al  2004b; Selmar et al  
2006; Bytof et al 2007): nel lavato si assiste alla massima attività dei geni isocitrato liasi 
e β-tubulina 2 giorni dopo la raccolta, mentre nel metodo naturale ciò si verifica circa 
una settimana dopo l’inizio della lavorazione, per cui è logico ipotizzare una maggior 
attività dei geni nei caffè lavati, rispetto ai naturali. In queste analisi l'andamento viene 
confermato dai campioni Ba, nell'isocitrato liasi, mentre la β-tubulina è maggiormente 
espressa nei caffè semilavati.
Studi di Bytof et al (2004 e 2005) sul GABA in campioni di caffè verde, hanno 
posto  l'attenzione  sulla  maggior  concentrazione  del  metabolita  nei  semi  trattati  con 
metodo naturale anziché lavato, dovuto al fatto che questo tipo di lavorazione dura circa 
il doppio di quella per via lavata, lasciando il seme attivo più a lungo e quindi in grado 
di reagire allo stress producendo GABA. Si ricorda che il metabolita GABA si forma in 
seguito alla reazione di decarbossilazione ad opera dell'enzima GAD.  È quindi logico 
supporre una maggiore espressione dell'enzima nei campioni naturali rispetto ai lavati. 
Analizzando il comportamento di GAD nei 3 trattamenti nelle 2 località si nota subito 
che i campioni Ba presentano livelli di espressione non molto diversificati, mentre In 
vede una massima espressione nei caffè naturali e poi a decrescere in quelli lavati e 
semilavati (In-N vs In-L p- value <0,0001, In-N vs In-S p- value <0,0001).
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Figura 12. Grafico dei livelli di espressione dei geni coinvolti nei processi di germinazione 
e associati allo stress.
Gene Espressione SD Espressione SD Espressione SD
Ba-N Ba-L Ba-S
Isocitrato liasi 0,879 0,039 1,199 0,065 0,708 0,076
β-tubulina 1,007 0,066 0,771 0,124 1,034 0,043
GAD 0,667 0,125 0,359 0,025 0,607 0,107
In-N In-L In-S
Isocitrato liasi 1,091 0,073 1,061 0,114 1,174 0,105
β-tubulina 0,921 0,115 1,061 0,113 1,306 0,030
GAD 1,201 0,224 1,061 0,119 0,767 0,095
Tabella 6. Valori di espressione e relativi errori di deviazione standard (SD).
ENZIMI COINVOLTI NELLA SINTESI DELLA CAFFEINA E DEGLI ACIDI 
CLOROGENICI.
L'enzima caffeina sintasi è coinvolta nelle ultime reazione della biosintesi della 
caffeina,  metabolita  responsabile  sia  del  gusto  amaro  della  bevanda  sia  di  essere 
fisiologicamente  attivo  sull'organismo  (leggero  aumento  della  pressione  arteriosa, 
eccitabilità, insonnia, tachicardia, aumentata secrezione gastrica, etc...). Nella biosintesi 
degli  acidi  clorogenici  sono  stati  presi  in  considerazione  2  enzimi:  p-coumaroyl-3 
idrossilasi che agisce a livello di 3 distinte reazioni e shikimate idrossil transferasi. Gli 
acidi  clorogenici  appartengono  alla  classe  degli  antiossidanti  e  giocano  un  ruolo 
importante nel determinare l'aroma della bevanda di caffè
Nell'analisi  real  time l'enzima  caffeina  sintasi risulta  avere  una  maggiore 
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espressione nei campioni di caffè lavato, con una differenza significativa tra le località, 
mentre  nei  campioni  naturale  e  semilavato  non  si  riscontrano  differenze  importanti 
(Figura 13. Tabella 7.). Gli enzimi coinvolti nella biosintesi degli acidi clorogenici sono 
maggiormente  espressi  nei  caffè  semilavati,  con  differenze  importanti  per  quanto 
riguarda  la  località  di  crescita.  In  particolare  l'enzima  p-coumaryl  idrossilasi nei 
campioni lavati risulta avere un'espressione circa 4 volte superiore in In rispetto a Ba 
mentre  nei  campioni  naturali  è  mantenuta  una  certa  stabilità.  La  shikimate  idrossil 
transferasi  presenta  una  significativa  differenza  per  quanto  riguarda  le  località  di 
crescita soprattutto nei trattamenti naturale e semilavato.
Analizzando  le  singole  località  si  nota  come  Ba  ed  In  abbiano  profili  di 
espressione diversi: mentre l'enzima caffeina sintasi in Ba è maggiormente espresso nei 
caffè semilavati e a decrescere in quelli naturali e lavati (Ba-S vs Ba-N p- value<0,0001, 
Ba-S vs Ba-L p- value<0,0001), In mostra un profilo in cui la caffeina è maggiormente 
espressa  nei  caffè  lavati  e  a  seguire  in  quelli  semilavati  e  naturali  con  differenze 
significative solo tra i campioni lavato e naturale (In-L vs In-N p- value 0,001).
L'enzima  p-coumaryl  idrossilasi  mostra  livelli  di  espressione  stabili  nei 
campioni In, mentre in Ba c'e maggior espressione nei trattamenti semilavati (Ba-S vs 
Ba-N p- value<0,0001, Ba-S vs Ba-L p- value <0,0001) e poi naturali e lavati in cui i 
livelli di espressione sono quasi 8 volte minori rispetto al semilavato.
Nei campioni Ba i valori di espressione dell'enzima shikimate idrossiltransferasi 
sono simili  nei  trattamenti  naturali  e semilavati,  mentre i  campioni Ba-L presentano 
livelli  di  espressione  13  volte  minori  rispetto  a  Ba-S/Ba-N  (Ba-L  vs  Ba-S  p-
value<0,0001,  Ba-L  vs  Ba-N  p-value<0,0001).  Anche  nei  campioni  della  località 
Inhombim si notano differenze significative tra i 3 trattamenti: lavato e semilavato non 
sono significativamente diversi  ed hanno lo stesso valore di espressione,  mentre nei 




Figura 13. Grafico dei livelli di espressione dei geni coinvolti nella biosintesi della 
caffeina e degli acidi clorogenici.
Gene Espressione SD Espressione SD Espressione SD
Ba-N Ba-L Ba-S
Caffeina sintasi 0,621 0,042 0,262 0,029 0,995 0,068
p-coumaryl idrossilasi 0,550 0,070 0,136 0,007 1,059 0,077
shikimate idrossil transferasi 1,032 0,110 0,081 0,010 1,059 0,069
In-N In-L Ba-S
Caffeina sintasi 0,732 0,043 1,061 0,040 0,894 0,057
p-coumaryl idrossilasi 0,611 0,109 0,577 0,071 0,601 0,047
shikimate idrossil transferasi 0,599 0,058 0,154 0,022 0,152 0,018
Tabella 7. Valori di espressione e relativi errori di deviazione standard (SD).
ENZIMI COINVOLTI NELLA BIOSINTESI DEGLI ORMONI NELLE PIANTE.
La  riduttasi  5-α  steroidea  e  la  geranil  transferasi  sono  2  degli  enzimi  che 
intervengono  nella  biosintesi  degli  ormoni  delle  piante;  il  primo fa  parte  della  via 
biosintetica  dei  fitormoni  steroidei  (brassinosteroidi,  che  stimolano  la  crescita  delle 
piante), mentre il secondo è coinvolto nella biosintesi dell'acido abscisico (che blocca la 
divisione cellulare in caso di stress ambientale).
Nel grafico di real time (Figura 14. e Tabella 8.) si pone in evidenza l'influenza 
delle località sia nell'espressione della riduttasi  5-α steroidea sia  nell'espressione della 
geranil transferasi. Mentre per la riduttasi 5-α steroidea le differenze significative, tra le 
2 località, si notano solo nei campioni lavati, nella geranil transferasi tutti i trattamenti 
sono  significativamente  diversi: i  campioni  provenineti  da  Ba  hanno  un  livello  di 
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espressione  rispettivamente  di  1,86  e  1,75  volte  maggiore  nei  campioni  naturali  e 
semilavati, mentre nei campioni In lavati il livello di espressione del gene è 2,4 volte 
maggiore rispetto a Ba.
L'analisi  delle  singole  località  mette  in  evidenza  come  per  In  non  ci  sia 
variabilità nell'espressione in base al trattamento post-raccolta, di entrambi gli enzimi. 
Ba a differenza mostra un certo livello di variabilità: per la riduttasi 5-α steroidea c'è un 
massimo di espressione nei campioni naturali (Ba-N vs Ba-S p- value<0,0001, Ba-N vs 
Ba-L p- value 0,021) e a seguire in quelli semilavati e lavati (Ba-S vs Ba-L  p-value 
0,001). Anche l'enzima geranil transferasi mostra un profilo di espressione simile, con i 
campioni naturali che mostrano il maggior livello di espressione enzimatico (Ba-N vs 
Ba-L p- value<0,0001) e a seguire semilavato e lavato. In questo caso bisogna annotare 
che anche i valori di espressione dell'enzima nei campioni semilavati sono molto simili 
ai valori naturali.
Figura 14. Grafico dei livelli di espressione dei geni coinvolti nella biosintesi degli ormoni 
delle piante.
Gene Espressione SD Espressione SD Espressione SD
Ba-N Ba-L Ba-S
riduttasi 5-α steroidea 1,155 0,148 0,375 0,021 0,857 0,087
geranil transfersi 1,143 0,13 0,279 0,036 1,060 0,082
In-N In-L In-S
riduttasi 5-α steroidea 0,967 0,071 1,061 0,065 0,750 0,07
geranil transfersi 0,612 0,058 0,674 0,081 0,605 0,036
Tabella 8. Valori di espressione e relativi errori di deviazione standard (SD).
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La riduttasi 5-α steroidea, coinvolta nella fase di germinazione è al minimo nei 
campioni  lavati. Questo  processo  può  essere  messo  relazionato  con  l'attività 
dell'isocitrato  liasi  e  della  β-tubulina:  nei  caffè  lavati  ho  il  blocco  dei  processi 
germinativi (isocitrato liasi, β-tubulina e riduttasi 5-α steroidea).
ENZIMI COINVOLTI NELLA BIOSINTESI E NELLA DEGRADAZIONE DEGLI ACIDI  
GRASSI
L'acido  grasso  sintasi  interviene  nella  biosintesi  degli  acidi  grassi  che 
successivamente  sono  accumulati  sottoforma  di  triacilglicerolo,  importante  fonte  di 
lipidi nel seme verde di caffè. L'enzima enoil CoA idratasi, coinvolto nel ciclo della β-
ossidazione,  ha  un  ruolo  chiave  nella  produzione  di  acetil-Coenzima  A,  molecola 
fondamentale per fornire energia durante la germinazione del seme, prima dell'inizio 
dell'attività fotosintetica.
Analizzando i  risultati  di  real  time (Figura  15.  e  Tabella  9.)  vediamo come 
l'acido grasso sintasi sia maggiormente espresso nei campioni semilavati rispetto agli 
altri due trattamenti ed anche l'enoil CoA idratasi è maggiormente presente nei campioni 
semilavati e lavati con leggere, ma significative differenze di espressione legate alle 
località di raccolta.
L'analisi delle singole località mette in evidenza come in entrambe i livelli di 
espressione non sono significativamente diversi in base al trattamento post-raccolta. Nei 
campioni Ba i valori di espressione dell'acido grasso sintasi sono simili nei trattamenti 
naturali e semilavati, con minor espressione nel metodo lavato. I campioni provenienti 
da In non mostrano una espressione differenziale significativa in base al metodo post-
raccolta.
Per l'enzima enoil CoA idratasi, nei campioni Ba, si descrive lo stesso livello di 
espressione  nei  campioni  naturali  e  semilavati,  mentre  i  trattamenti  semilavati 
evidenziano un'aumento dell'attività trascrizionale di questa proteina (Ba-S vs Ba-N p-
value 0,002, Ba-S vs Ba-L p-value 0,001). I campioni provenienti da In non mostrano 
differenze significative tra i vari metodi post-raccolta, con livelli di espressione simili.
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Figura 15. Grafico dei livelli di espressione dei geni coinvolti nella biosintesi degli acidi 
grassi.
Gene Espressione SD Espressione SD Espressione SD
Ba-N Ba-L Ba-S
Acido grasso sintasi 1,010 0,084 0,806 0,086 1,059 0,126
Enoil CoA idratasi 0,798 0,070 0,746 0,053 1,059 0,063
In-N In-L In-S
Acido grasso sintasi 0,776 0,102 0,817 0,040 0,665 0,068
Enoil CoA idratasi 0,914 0,055 1,061 0,081 0,876 0,048
Tabella 9. Valori di espressione e relativi errori di deviazione standard (SD).
ENZIMI COINVOLTI NELLA GLICOLISI E GLUCONEOGENESI.
Glicolisi  e  gluconeogenesi  sono  due  reazioni  inverse  e  fondamentali  per  la 
rapida produzione di energia. Mentre l'enzima aldolasi è coinvolto sia nella glicolisi che 
nella gluconeogenesi, la piruvato chinasi compare solo nella reazione glicolitica in cui il 
glucosio è convertito a molecole semplici con la produzione di energia.
Durante  l'analisi  dell'espressione genica di  campioni  coltivati  in  due distinte 
località e trattati con diversi metodi post-raccolta, è stato possibile evidenziare che la 
piruvato chinasi è espressa in quantità maggiore nei campioni naturali, mentre l'aldolasi 
ha un'espressione leggermente più alta nei campioni lavati rispetto ai naturali (Figura 
16. e Tabella10.). L'analisi delle singole località evidenzia come i livelli di espressione 
nei  3  metodi  post-raccolta  ad  Inhobim siano simili  e  senza  differenze  significative, 
mentre per la località Barra do Choca si nota una certa variabilità. L'enzima piruvato 
chinasi mostra un massimo livello di espressione nei campioni naturali (Ba-N vs Ba-L 
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p- value 0,006) e poi a seguire in quelli semilavati e lavati. L'enzima aldolasi invece è 
maggiormente espressa nei campioni lavati e decresce in quelli semilavati e naturali che 
hanno  lo  stesso  livello  di  espressione;  i  3  trattamenti  in  questo  caso  non  sono 
significativamente diversificati nei livelli di espressione enzimatica.
Come già  evidenziato i  campioni  lavati  sono interessati  da attivazione della 
germinazione ed anche in questo caso si può correlare l'attività dell'enzima aldolasi con 
la produzione di energia, necessaria al seme per attivare tutti i processi metabolici.
Figura 16. Grafico dei livelli di espressione dei geni coinvolti nella glicolisi e 
gluconeogenesi.
Gene Espressione SD Espressione SD Espressione SD
Ba-N Ba-L Ba-S
Piruvato chinasi 1,317 0,157 0,843 0,076 1,059 0,106
Aldolasi 0,849 0,090 1,325 0,124 0,931 0,105
In-N In-L In-S
Piruvato chinasi 1,126 0,137 1,031 0,132 1,240 0,098
Aldolasi 1,125 0,182 0,944 0,033 0,862 0,111
Tabella 10. Valori di espressione e relativi errori di deviazione standard (SD).
ENZIMI COINVOLTI NEL METABOLISMO DEL SACCAROSIO E DELL'AMIDO E 
NEL TRASPORTO DEGLI ZUCCHERI.
Gli zuccheri sono composti importantissimi per le piante: sono fonte di energia, 
fungono da molecole segnale in diverse vie metaboliche e cpartecipano alla creazione 
dell'aroma della bevanda caffè, degradandosi durante il processo di tostatura dei semi. 
103
Risultati e Discussione
Anche l'amido fa la sua parte, perchè sottoforma di cristalli è il carboidrato di riserva 
delle  piante,  immagazzinato  come  fonte  di  energia.  Gli  enzimi  coinvolti  nel 
metabolismo e nel trasporto degli zuccheri sono molti, ma in particolare in questa tesi 
sono  stati  presi  in  considerazione  3:  la  saccarosio  sintasi,  l'invertasi  e  le  proteine 
trasportatrici di esosi. Per la biosintesi dell'amido è stato considerato l'enzima amido 
sintasi, che partecipa all'allungamento della catena di amido, incorporando molecole di 
saccarosio.
L'analisi  dell'espressione genica (Figura 17. e Tabella 11.) mette in evidenza 
come le località hanno un'influenza importante sul livello di espressione degli enzimi 
correlati  al  metabolismo  degli  zuccheri.  La  saccarosio  sintasi  nelle  coltivazioni  Ba 
presenta maggior espressione nei trattamenti naturali e a seguire in quelli semilavati e 
lavati (BaN vs Ba-S p- value 0,006, Ba-N vs Ba-L p- value<0,0001). Lo stesso enzima 
con gli stesi trattamenti post-raccolta ma nella località In mostra maggior espressione 
nei  campioni  lavati  e  a  seguire  in  quelli  naturali  e  semilavati,  ma  senza  differenze 
significative.
L'amido sintasi a Ba è maggiormente espresso nei campioni lavati e a seguire in 
quelli naturali e semilavati, ma con livelli di espressione molto simili; anche In segue lo 
stesso profilo ed anche in questo caso le diversità non sono significative.
Le proteine trasportatrici di gruppi esosi presentano per In lo stesso livello di 
espressione  nei  3  trattamenti  post-raccolta,  mentre  in  Ba  c'è  una  diversificazione 
importante:  i  campioni  semilavati  (Ba-S vs  Ba-N  p-  value 0,001,  Ba-S vs  Ba-L  p- 
value<0,0001) hanno i livelli di espressione maggiore e poi a seguire ci sono i campioni 
naturali  e  lavati.  L'enzima  invertasi  ha  un  comportamento  significativamente 
diversificato solo nei campioni Ba: maggiormente espresso nei lavati (Ba-L vs Ba-N p- 
value<0,0001, Ba-L vs Ba-S  p- value<0,0001) e  poi a seguire  naturali  e  semilavati, 
mentre i campioni In mostrano livelli di espressione non significativamente diversi, ma 
con un leggero incremento dell'enzima nei lavati.
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Figura 17. Grafico dei livelli di espressione dei geni coinvolti nel metabolismo del 
saccarosio e dell'amido e coinvolti nel trasporto degli zuccheri.
Gene Espressione SD Espressione SD Espressione SD
Ba-N Ba-L Ba-S
Saccarosio sintasi 1,027 0,106 0,394 0,028 0,669 0,057
Amido sintasi 0,720 0,071 0,972 0,147 0,837 0,052
Proteina trasportatrice di esosi 0,771 0,034 0,275 0,015 1,059 0,079
Invertasi 1,073 0,067 1,325 0,076 0,750 0,066
In-N In-L In-S
Saccarosio sintasi 0,918 0,109 1,061 0,040 0,774 0,094
Amido sintasi 0,683 0,054 1,061 0,118 0,649 0,088
Proteina trasportatrice di esosi 0,505 0,041 0,554 0,064 0,595 0,065
Invertasi 0,742 0,047 0,999 0,051 0,855 0,052
Tabella 11. Valori di espressione e relativi errori di deviazione standard (SD).
Da quest'analisi è ora chiaro come ciascun gene abbia un comportamento unico 
ed indipendente: alcune volte i luoghi delle coltivazioni hanno un'effetto significativo 
sui livelli di espressione dei geni, ma altre volte sono i trattamenti post-raccolta subiti 
dal chicco verde, per ottenere le migliori condizioni di stoccaggio e trasporto verso i 
Paesi tostatori, ad avere un'importante influenza sull'espressione genica.
ANALISI DELLE COMPONENTI PRINCIPALI (PCA).
L'analisi  delle  componenti  principali  ha  permesso  di  ottenere  una 
visualizzazione  grafica  delle  dipendenze-indipendenze  dei  campioni  analizzati, 
attraverso le variabili: geni, località e trattamenti.
Analizzando le 3 varabili contemporaneamente è stato possibile identificare 2 
105
Risultati e Discussione
componenti  F1  (asse  delle  ascisse)  e  F2  (asse  delle  ordinate),  rappresentative  del 
79,05%  della  variabilità,  su  un  totale  di  5  assi.  Le  componenti  rappresentano  la 
distribuzione  dei  valori  più  significativi  dell'espressione  genica  valutata 
contemporaneamente nei 16 geni in esame, nelle 2 località e nei 3 trattamenti  post-
raccolta.
In Figura 18. le 2 componenti principali sono state utilizzate per rappresentare i 
geni in esame. Prendendo i valori assolti delle variabili, descritti dall'asse x, possiamo 
vedere che alcuni geni (isocitrato liasi, amido sintasi e GAD) sono relativamente vicini 
allo zero, mentre gli altri hanno valori molto più ampi. L'asse y invece, presenta una 
distribuzione più omogenea dei valori assoluti (intervallo compreso tra -0,75 e +0,75).
Anche le località possono essere raggruuppate in 2 zone distinte: i campioni In 
hanno  valori  lungo  l'asse  delle  ascisse  prossimi  allo  zero,  mentre  Ba  hanno  valori 
assoluti  più grandi che si distribuiscono maggiormente verso l'esterno sull'asse delle 
ascisse. In entrambi i casi i valori rappresentativi dell'asse delle ordinate sono molto 
vicini, ma rimane comunque la distinzione tra i 2 gruppi in quanto In è descritto con 
valori positivi e Ba con valori negativi. I campioni In rappresentati nel grafico in un 
range di valori ristretto (sia lungo le ascisse che le ordinate), confermano una variabilità 
molto bassa a sostegno dei risultati in real time in cui il profilo di espressione è molto 
simile tra i vari trattmenti nei singoli enzimi considerati. In contrasto Ba mostra una 
maggiore  dispersione  lungo l'asse  delle  ascisse a  conferma  della  maggiore  diversità 
dell'espressione genica negli esperimenti sopra citati.
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Figura 18. Grafico PCA dei 16 geni oggetto del presente lavoro.
4.2.7 ANALISI SENSORIALE DEI CAMPIONI WASHED-NATURAL.
La serie di  campioni di  Coffea arabica di  2 coltivazioni (Barra do Choça e 
Inhobim), entrambe nello stato di Bahia in Brasile, e sottoposti a 3 diversi trattamenti 
post-raccolta (metodo naturale, lavato e semilavato) sono stati oggetto di valutazione 
sensoriale.
Dopo una fase di tostatura i campioni sono stati assaggiati in modalità espresso. 
Il risultato pone in evidenza che il profilo sensoriale dei 6 campioni è ben diverso l'uno 
dall'altro, anche se questa diversità non è riconducibile né al luogo di produzione né alla 
modalità di lavorazione.
Analizzando le differenze emerse è stato possibile notare che i caffè naturali 
sono  affetti  da  off  flavors di  tipo  fermentato/stinker  oltre  che  legno,  segno 
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probabilmente, di problemi durante la fase di essicazione del caffè. I campioni Ba-N e 
Ba-L sono caratterizzati da una nota di affumicato, mentre per Ba-S questa sensazione 
non si presenta.
I campioni In-S,  In-L e Ba-S sono molto simili  tra loro e appaiono privi  di 
difetti,  con  un'equilibrio  ponderato  tra  amaro ed acido e  con attributi  positivi  come 
cioccolato e caramello. Nella Figura 19. è riportato il grafico con i profili ottenuti per 
ciascun campione, purtroppo mancanti delle barre di errore per meglio comprendere il 
grafico stesso.
Figura 19. Grafico a barre delle caratteristiche aromatiche dei campioni washed-natural.
Nell'analisi multivariata è stato possibile ottenere una rappresentazione grafica 
di quanto osservato nel grafico a barre. Sono stati individuati diversi gruppi: un gruppo 
di campioni con lo stesso profilo sensoriale (Ba-S, In-L, In-S) e tre campioni separati 
con caratteristiche negative riguardanti i difetti di fermentato (Ba-N e In-N), anche se 
appena rilevabile, e affumicato/bruciato (Ba-L) (Figura 20.).
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Figura 20. Grafico dell'analisi multivariata PCA (Principal Component Analysis) dei 
campioni di caffè verde.
Dall'analisi  sensoriale è stato possibile rilevare che il  metodo di lavorazione 
naturale è quello che presenta più problemi di qualità, mentre tra semilavato e lavato 
non sono state rilevate differenze apprezzabili. In questo test i luoghi delle coltivazioni 
Ba e In non sono risultati influenti ai fini qualitativi sul profilo sensoriale della bevanda.
4.2.8 ANALISI DELL'ESPRESSIONE GENICA (METODO DEL Δ(ΔCt))  
NEI CAMPIONI WATER CONTENT.
La tecnica della real time PCR per l'analisi dell'espressione genica è stata presa 
in considerazione anche per i campioni di caffè verde con diverse percentuali di acqua, 
in  modo  da  valutare  se  la  quantità  di  acqua  residua  del  seme  può  influenzare 
l'espressione dei geni correlati alle caratteristiche qualitative della bevanda di caffè.
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I  campioni  a  nostra  disposizione  sono  caratterizzati  da  quattro  diverse 
percentuali di acqua residua: 16,9%, 14,1%, 11,8% e 7,2%, ed anche in questo caso i 
geni  sono  stati  analizzati  e  divisi  in  base  alle  caratteristiche  funzionali. 
Differenzialmente dall'analisi fatta per i campioni con diversi trattamenti post-raccolta, 
in questo piano sperimentale è stato possibile attribuire un campione controllo contro 
cui rapportare tutti  i  valori  di espressione.  In particolare al  campione 16,9%  è stato 
attribuito un valore arbitrario di 1, per identificare, man mano che la percentuale di 
acqua diminuisce, se questa interagisce con la stabilità del mRNA. Ad accompagnare i 
valori di espressione della real time c'è l'analisi della varianza dei dati.
MARCATORI ASSOCIATI ALLO STRESS E ALLA GERMINAZIONE
I geni analizzati come marcatori del processo germinativo nel caffè verde sono 
isocitrato liasi e β-tubulina, mentre l'enzima GAD (associato alla produzione di GABA), 
si identifica con il livello di stress nel seme quiescente. Analizzando la Figura 21. e la 
Tabella  11.  nei  campioni  water  content si  evidenzia  una  maggiore  espressione 
dell'isocitrato  liasi  e  del  gene  GAD  nei  campioni  14,1%,  rispetto  al  campione  di 
riferimento  (16,9%  p-value 0,015),  a  seguire  l'isocitrato  liasi  mano  a  mano  che  la 
percentuale di acqua scende cala anche il livello di espressione del gene, indice di una 
probabile  degradazione  del  materiale  genetico  nel  seme,  mentre  la  GAD  sembra 
raggiungere livelli di stabilità. L'enzima β-tubulina invece rimane costante nel campione 
14,1%, rispetto al campione di riferimento, e poi comincia lentamente a degradare (il 




Figura 21. Grafico dei livelli di espressione dei geni coinvolti nei processi di germinazione 
e associati allo stress.
Gene Espressione SD Espressione SD Espressione SD Espressione SD
16,9% 14,1% 11,8% 7,2%
Isocitrato liasi 1,000 0,089 1,656 0,262 1,625 0,109 1,257 0,036
β-tubulina 1,000 0,094 1,035 0,317 0,878 0,830 0,586 0,034
GAD 1,000 0,087 2,635 0,065 1,455 0,100 1,443 0,173
Tabella 11. Valori di espressione e relativi errori di deviazione standard (SD).
ENZIMI COINVOLTI NELLA SINTESI DELLA CAFFEINA E DEGLI ACIDI 
CLOROGENICI.
Dalla  letteratura  è  stato  dimostrato  che  il  contenuto  di  caffeina  e  di  acidi 
clorogenici  nei  semi  di  caffè,  che  influiscono  sulla  qualità  finale  del  prodotto,  è 
influenzata dal grado di maturazione dei frutti (Joët et al, 2009). Qui di seguito si vuole 
dimostrare  come  la  percentuale  di  acqua  presente  nel  seme  verde,  può  influenzare 
l'espressione genica di questi 3 enzimi. Andando nel dettaglio (Figura 22. e Tabella 12.) 
si  nota  per  la  caffeina  sintasi,  una  scala  di  espressione  decrescente  che  parte  dai 
campioni  16,9% e 14,1% e scende fino al  campione 7,2%, indicando una probabile 
degradazione del gene, mano a mano che l'acqua nel seme diminuisce (16,9% vs 11,8% 




Gli  enzimi  coinvolti  nella  biosintesi  degli  acidi  clorogenici  mostrano 
un'aumento  dell'espressione  nei  campioni  14,1%  di  acqua  che  poi  diminuisce  al 
diminuire della percentuale residua (p-coumaroil 14,1% vs 16,9% p-value 0,007, 14,1% 
vs  11,8%  p-value  0,045,  14,1% vs 7,2%  p-value  0,001;  shikimate idrossiltransferasi 
14,1% vs 16,9% p-value 0,001, 14,1% vs 11,8% p-value 0,021, 14,1% vs 7,2% p-value 
0,000).
Figura 22. Grafico dei livelli di espressione dei geni coinvolti nella biosintesi della 
caffeina e degli acidi clorogenici.
Gene Espressione SD Espressione SD Espressione SD Espressione SD
16,9% 14,1% 11,8% 7,2%
Caffeina sintasi 1,000 0,064 0,917 0,064 0,407 0,033 0,179 0,019
p-coumaryl 
idrossilasi 1,000 0,082 1,837 0,173 1,336 0,127 1,058 0,047
shikimate idrossil 
transferasi 1,000 0,083 2,016 0,259 1,564 0,140 0,685 0,042
Tabella 12. Valori di espressione e relativi errori di deviazione standard (SD).
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ENZIMI COINVOLTI NELLA BIOSINTESI DEGLI ORMONI NELLE PIANTE.
La biosintesi  dei  fitormoni  è  regolata  da  un  numero  estremamente  vario  di 
enzimi; in questa tesi è stata posta l'attenzione su due: la geranil transferasi e la riduttasi 
5-α steroidea. Come detto in precedenza, la geranil transferasi è uno degli enzimi della 
catena biosintetica dell'acido abscisico, regolatore della dormienza dei semi: in caso di 
forte  stress  ambientale  blocca  la  divisione  cellulare  quindi  l'attività  del  seme.  La 
riduttasi  5-α  steroidea,  invece  appartiene  alla  via  di  biosintesi  dei  brassinosteroidi, 
regolatori della crescita delle painte.
La geranil transferasi (Figura 23. e Tabella 13.), in relazione al campione di 
controllo,  mostra  una  minor  espressione  in  tutti  gli  altri  campioni,  indice  di  una 
probabile fase di quiescenza dei semi con la diminuzione della concentrazione di acqua. 
La riduttasi 5-α steroidea segue invece l'andamento già visto in precedenza per gli altri 
geni:  una  maggior  espressione  nei  campioni  14,1% e  poi  un  calo  decrescente  alla 
diminuzione del residuo acquoso del seme (16,9% vs 14,1% p-value 0,019).




Gene Espressione SD Espressione SD Espressione SD Espressione SD
16,9% 14,1% 11,8% 7,2%
geranil transfersi 1,000 0,136 0,819 0,133 0,929 0,103 0,391 0,026
riduttasi 5-α 
steroidea 1,000 0,076 1,563 0,213 1,288 0,124 1,206 0,049
Tabella 13. Valori di espressione e relativi errori di deviazione standard (SD).
ENZIMI COINVOLTI NELLA BIOSINTESI E NELLA DEGRADAZIONE DEGLI ACIDI 
GRASSI
In  precedenza  abbiamo visto  come  l'enzima  acido  grasso  sintasi  intervenga 
nella biosintesi degli acidi grassi, fonte di triacilgliceroli nei semi verdi, mentre l'enoil 
CoA idratasi è implicata nella della β-ossidazione per la produzione di acetil-Coenzima 
A fonte di energia per il processo di germinazione.
Nei campioni water content si nota una maggiore espressione dell'acido grasso 
sintasi nei semi 14,1%, espressione che poi ritorna ai livelli del campione di controllo 
(14,1% vs 11,8%  p-value  0,041, 14,1% vs 7,2%  p-value  0,035). L'enzima enoil CoA 
idratasi mostra, invece, un'espressione costante in tutti i campioni (Figura 24 e Tabella 
14.).




Gene Espressione SD Espressione SD Espressione SD Espressione SD
16,9% 14,1% 11,8% 7,2%
Acido grasso 
sintasi 1,000 0,101 2,127 0,261 0,909 0,064 1,103 0,108
Enoil CoA idratasi 1,000 0,112 1,073 0,082 1,177 0,083 1,059 0,114
Tabella 14. Valori di espressione e relativi errori di deviazione standard (SD).
ENZIMI COINVOLTI NELLA GLICOLISI E GLUCONEOGENESI.
Glicolisi e gluconeogenesi sono due reazioni indispensabili per fornire energia 
immediata alle cellule. Mentre l'aldolasi interviene in entrambe le reazioni, la piruvato 
chinasi è specifica per la glicolisi.
Dall'analisi  real  time dell'espressione  genica  appare  evidente  che  l'enzima 
piruvato chinasi viene maggiormente espresso nei campioni 14,1% e poi il  livello di 
espressione  rimane  costante  (16,9%  vs  14,1%  p-value  0,048).  Anche  l'aldolasi  è 
caratterizzata da un profilo simile: l'espressione aumenta nel campione 14,1% e poi si 
stabilizza (16,9% vs 14,1% p-value 0,028) (Figura 25. e Tabella 15.).




Gene Espressione SD Espressione SD Espressione SD Espressione SD
16,9% 14,1% 11,8% 7,2%
Piruvato chinasi 1,000 0,082 3,330 0,475 3,305 0,253 3,162 0,489
Aldolasi 1,000 0,069 2,168 0,362 1,799 0,266 2,074 0,510
Tabella 15. Valori di espressione e relativi errori di deviazione standard (SD).
ENZIMI COINVOLTI NEL METABOLISMO DEL SACCAROSIO E DELL'AMIDO E 
NEL TRASPORTO DEGLI ZUCCHERI.
Gli zuccheri  giocano un ruolo fondamentale sia come riserva energetica che 
come regolatori dei segnali ormonali, a livello della pianta o del seme, ma hanno un 
ruolo fondamentale ed unico nel determinare le qualità organolettiche della bevanda di 
caffè. Nei campioni water content si assiste ad una maggiore espressione degli enzimi in 
esame nei semi con il 14,1% di acqua, rispetto al campione di controllo 16,9%, con una 
successiva  decrescita  dei  livelli  di  espressione  al  diminuire  del  contenuto  di  acqua 
(saccarosio sintasi:  16,9% vs  14,1%  p-value  0,000,  16,9% vs  11,8%  p-value  0,048, 
16,9% vs 7,2% p-value 0,000, 14,1% vs 11,8% p-value 0,045, 14,1% vs 7,2% p-value 
0,000; amido sintasi: 16,9% vs 14,1% p-value  0,000, 16,9% vs 11,8% p-value  0,008, 
7,2% vs 14,1% p-value 0,006, 7,2% vs 11,8% p-value 0,040; proteina trasportatrice di 
esosi: 16,9% vs 14,1% p-value 0,001, 16,9% vs 11,8% p-value 0,013, 16,9% vs 7,2% p-
value  0,025, 14,1% vs 11,8% p-value  0,021, 14,1% vs 7,2% p-value  0,000, 11,8% vs 
7,2% p-value 0,001). L'enzima invertasi mostra un livello di espressione simile per tutti 
i campioni (Figura 26. e Tabella 16.).
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Figura 26. Grafico dei livelli di espressione dei geni coinvolti nel metabolismo del 
saccarosio, dell'amido e coinvolti nel trasporto degli zuccheri.
Gene Espressione SD Espressione SD Espressione SD Espressione SD
16,9% 14,1% 11,8% 7,2%
Saccarosio sintasi 1,000 0,109 4,775 0,527 2,863 0,413 2,546 0,145




1,000 0,064 2,374 0,161 2,079 0,329 0,879 0,107
Invertasi 1,000 0,180 1,143 0,257 0,901 0,065 0,823 0,057






Come già  evidenziato il  lavoro di  questa  tesi  si  divide in  due parti  tra  loro 
correlate.
La prima parte è rappresentata dal sequenziamento di una raccolta di  cDNA 
normalizzati rappresentanti le drupe di 2 cultivar in via di sviluppo. Per questo lavoro 
sono state utilizzate in parallelo due tecniche di sequenziamento: il sequenziamento a 
terminazione di catena (metodo di Sanger) ed un metodo ad alta processività definito 
pirosequenziamento. In entrambi i casi le EST (Expressed Sequence Tags) sono state 
processate  per  l'eliminazione  di  adattatori  o  parti  di  vettore  e  di  sequenze  a  scarsa 
qualità. In totale sono state ottenute con la tecnica di Sanger 12.958 sequenze, con una 
lunghezza media di 515 basi, mentre con il pirosequenziamento 135.819 sequenze con 
lunghezza media di 195 basi. Il passo successivo ha previsto l'assemblaggio ibrido dei 2 
diversi input di sequenze con la creazione di 22.383 contig con lunghezza media di 438 
basi per i quali sono state eseguite le annotazioni funzionali e genomiche. Il  software 
utilizzato è  “Annot8r” che si basa sulle ricerche di similarità contro i database KEGG 
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), GO (Gene Ontology) ed  EC (Enzyme 
Commission).  Questo  software ha  permesso  di  assegnare  una  funzione  putativa  al 
25,66% delle sequenze contigue, una percentuale bassa, ma sicura dal punto di vista 
dell'annotazione. L'utilizzo di database proteici meno selettivi (come InterPro e proteico 
nr) consentirebbe di annotare ad un maggior numero di  contig una funzione, ma nella 
maggior parte dei casi sono riconosciute sequenze di geni putativi o incompleti.
Il gran numero di EST ottenute ha permesso di aggiornare il database locale 
(www.coffeedna.net)  con  un  buon  numero  di  informazioni  relative  alle  sequenze 
espresse in drupa in varie fasi di sviluppo.
Queste  informazioni  sono  state  utilizzate  anche  per  lo  sviluppo  di  un 
microarray, una tecnologia utilizzata per confrontare i livelli di espressione genica in 
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diversi campioni, intendendo come espressione genica la quantità di RNA messaggero 
retro-trascritto in cDNA. I campioni presi in esame nel corso del seguente lavoro sono 
semi verdi di caffè coltivati in due distinte località brasiliane e trattati con 3 diverse 
metodiche post-raccolta (metodo naturale, lavato e semilavato). Ciascun vetrino 90K è 
stato suddiviso in 2 aree (45K) e per ogni area sono stati depositati 8.382 oligo in 5 
repliche. Attualmente i dati sono in analisi per individuare il profilo di espressione dei 
geni nei vari campioni ed identificare eventuali marcatori per ottenere informazioni più 
significative sulle differenze esistenti nella trascrizione genica del caffè durante questo 
delicato processo di lavorazione post-raccolta.
Grazie alle informazioni ottenute in seguito al sequenziamento massivo è stato 
possibile passare alla seconda parte del lavoro di questa tesi, che è consistito nell'analisi 
del  profilo  di  espressione  genica,  con la  tecnica  della  real  time PCR,  di  2  serie  di 
campioni:
 campioni di caffè verde coltivati nelle località di Barra do Choça (Ba) e Inhobim 
(In),  entrambi  dello  stato  di  Bahia,  Brasile,  che  dopo  la  raccolta  sono  stati 
sottoposti  a  tre  diverse  metodiche  di  trattamento  (metodo  naturale,  lavato  e 
semilavato), denominati campioni “washed-natural”;
 campioni di caffè verde coltivato in Brasile, trattato con metodo semilavato, su 
cui  sono stati  fatti  prelievi  giornalieri  per  monitorare  il  contenuto  in  acqua, 
denominati campioni “water content”.
Sono stati selezionati in totale 18 geni specifici per  Coffea arabica:  16 geni 
bersaglio, coinvolti in diverse vie metaboliche e biosintetiche e 2 geni di riferimento, 
fondamentali per la normalizzazione in fase di analisi dei dati di espressione relativa. Il 
profilo  di  espressione  ha  permesso  di  individuare  nei  campioni  “washed-natural” 
alcune peculiarità  correlate  ai  vari  trattamenti  o ai  microclimi in  cui  le  piante  sono 
cresciute, mentre nei campioni “water content”sono state trovate delle relazioni tra il 
contenuto residuo di acqua e il livello di espressione e degradazione dei trascritti.
Per i campioni trattati con diverse metodiche post-raccolta si evidenziano delle 
differenze significative soprattutto per la stazione di raccolta di Barra do Choça, mentre 
per  Inhobim il  profilo  di  espressione sembra tendenzialmente costante  in  tutti  e  3  i 
trattamenti.  Probabilmente  questo  è  dovuto  all'interazione  con  fattori  esterni  quali 
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l'attività  dell'operatore  o  la  durata  dei  vari  passaggi  o  semplicemente  il  metodo  di 
conservazione e spedizione dei campioni. Tra i vari trattamenti si riescono a distinguere 
2 gruppi significativi: da un lato i campioni naturali e dall'altro i lavati e semilavati; in 
questo secondo gruppo il processo di fermentazione con la fase in acqua, essendo più 
rapido, consente al seme verde di mantenere le sue qualità inalterate o alterate in lieve 
misura.
Dall'analisi  della PCR quantitativa si evidenzia il  comportamento dei diversi 
trascritti:  gli  enzimi marcatori  dell'attività germinativa del seme (isocitrato liasi  e  β-
tubulina)  nella  letteratura  sono stati  descritti  come maggiormente  espressi  nei  caffè 
lavati  (Selmar  et  al  2004b;  Selmar  et  al  2006;  Bytof  et  al  2007).  Il  processo  di 
germinazione ha dinamiche temporali diverse nei diversi metodi di trattamento: durante 
il processo lavato la massima attività si ha 2 giorni dopo la raccolta, mentre nel metodo 
naturale  si  verifica  circa  una  settimana  dopo  l’inizio  della  lavorazione. Nel  mio 
esperimento  solo  i  campioni  provenienti  dalla  stazione  Barra  do  Choça  seguono 
l'andamento descritto per l'isocitrato liasi. La  β-tubulina invece, mostra un andamento 
contrastante  la  letteratura,  con  i  campioni  semilavati  di  Inhobim  che  presentano  il 
massimo  valore  dell'espressione  enzimatica.  Questa  scarsa  variabilità  nel  profilo  di 
espressione può essere correlata con il contenuto in acqua del seme che, se scende a 
livelli inferiori al 25%, troppo bassi per consentire la normale attività metabolica, blocca 
la germinazione.
L'enzima GAD, associato alla risposta del seme allo stress (Bytof et al 2004 e 
2005) è espresso in maggior quantità nei campioni naturali coltivati in località Inhobim 
che  sottoposti  a  periodi  maggiori  di  disidratazione  e  stress  idrico,  rispondono 
producendo una maggior quantità del metabolita GABA, a sua volta prodotto in seguito 
a decarbossilazione da parte dell'enzima GAD. I campioni raccolti a Barra do  Choça 
invece non presentano differenze significative nel livello di espressione.
La  caffeina  sintasi  e  gli  enzimi  coinvolti  nel  metabolismo  degli  acidi 
clorogenici  sono maggiormente  espressi  nei  caffè  lavati  e  semilavati,  incidendo  sul 
gusto amaro ed acido di queste bevande. Gli enzimi coinvolti nel metabolismo degli 
ormoni delle piante (riduttasi 5-α steroidea e geranil transferasi), sono maggiormente 
espressi nei campioni naturali Ba rispetto ai lavati e semilavati, mentre nei campioni In 
non si evidenziano differenze significative tra i 3 metodi di lavorazione post-raccolta.
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Gli enzimi coinvolti nel metabolismo degli acidi grassi, uno responsabile della 
formazione dei triacilgliceroli (piruvato chinasi) ed uno attivo nella β-ossidazione (enoil 
CoA idratasi), sono maggiormente espressi nei campioni semilavati coltivati a Barra do 
Choça,  mentre  i  campioni  Inhobim  non  mostrano  differenze  significative  tra  le  3 
tecniche di lavorazione (naturale, lavato e semilavato). La concentrazione lipidica nel 
seme è molto importante per creare il profilo aromatico ed il corpo della bevanda, ma 
non bisogna dimenticare che  l'aroma è costituito da più di 800 singoli composti che 
interagiscono tra loro e a loro volta sono trasformati durante il processo di tostatura del 
chicco.
Glicolisi e gluconeogenesi sono importanti fasi del ciclo cellulare, correlato alla 
produzione  di  energia  o  all'accumulo  di  sostanze  di  riserva  energetica.  Gli  enzimi 
piruvato  chinasi  e  aldolasi  analizzati  in  questa  tesi  mostrano  livelli  maggiori  di 
espressione  rispettivamente  nei  caffè  naturali  provenienti  dalla  stazione  di  Barra  do 
Choça (piruvato  chinasi)  e  lavati  sempre  di  Barra  do  Choça  (aldolasi).  I  campioni 
provenienti da Inhobim non mostrano differenze significative tra i 3 trattamenti post-
raccolta.  Ricordando  che  i  campioni  lavati  sono  interessati  da  attivazione  della 
germinazione,  in  questo  caso  si  può  correlare  l'attività  dell'enzima  aldolasi  con  la 
produzione di energia necessaria al seme per attivare tutti i processi metabolici.
Gli enzimi associati al metabolismo e al trasporto degli zuccheri, analizzati in 
questa  tesi  sono la  saccarosio  sintasi,  le  proteine trasportatrici  di  esosi,  l'invertasi  e 
l'amido sintasi (che concorre alla formazione di amido, fonte di riserva di carboidrati). 
La saccarosio sintasi è espressa maggiormente nei campioni trattati con il metodo lavato 
e  coltivati  ad  Inhobim,  mentre  le  proteine  di  trasporto  degli  esosi  e  l'invertasi  nei 
campioni semilavati e lavati (provenienti sia dalla stazione di Barra do  Choça che da 
Inhobim); anche l'amido sintasi è espressa prevalentemente nei campioni lavati (sia Ba 
che In). Dalla letteratura è ben noto come il contenuto di saccarosio nei semi raccolti sia 
uno  dei  fattori  che  concorrono  a  determinare  la  qualità  di  una  miscela  rispetto  ad 
un'altra (Campa et al., 2004; Ky et al., 2001); caratteristiche aromatiche quali il dolce, il 
cioccolato  e  il  caramello  sono  importanti  qualità  positive  per  la  bevanda  di  caffè. 
Dall'analisi  del  profilo  di  espressione  genica  delle  proteine  coinvolte  nel  trasporto, 
sintesi e degradazione di saccarosio ed esosi, spiccano i caffè semilavati e lavati che 
quindi assumono queste caratteristiche positive quando usati nella bevanda.
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Successivamente  per  questi  campioni  è  stata  fatta  l'analisi  delle  variabili 
geniche, geografiche (Barra do  Choça e Inhobim) e dei trattamenti (metodo naturale, 
lavato e semilavato) attraverso la PCA (Principal Component Analysis) che permette di 
evidenziare  un  fattore  importante:  i  luoghi  diventano  determinanti  sui  valori  di 
espressione  genica  e  all'interno  dello  stesso  luogo  si  nota  che  per  In  non  ci  sono 
differenze  significative  tra  i  tre  trattamenti  post-raccolta,  mentre  per  i  campioni 
provenienti da Barra do Choça il tipo di metodo influisce sull'espressione dei trascritti 
analizzati.
Questi  campioni sono stati  analizzati anche dal punto di vista sensoriale.  Le 
analisi  confermano  che  i  caffè  naturali  presentano  i  maggiori  problemi  di  qualità, 
mentre tra semilavato e lavato non vengono rilevate differenze apprezzabili. In questo 
test le località delle coltivazioni Barro do Choça e Inhobim non sono risultati influenti ai 
fini qualitativi sul profilo sensoriale della bevanda.
Nello  studio  di  questa  tesi  l'analisi  dei  16  geni  è  stata  determinante  per  la 
comprensione di alcune differenze tra le metodiche post-raccolta,  ma data la grande 
variabilità di espressione genica tra campioni coltivati a Barra do Choça e Inhobim non 
è stato possibile generare un profilo comune. Lo stesso disegno sperimentale è stato 
proposto anche per l'analisi di microarray appositamente sviluppati. Tutt'oggi i dati sono 
in  fase  di  sviluppo  ed  elaborazione  e  probabilmente  l'arricchimento  del  profilo  di 
espressione con le migliaia di geni studiati potrebbe meglio descrivere ed evidenziare le 
differenze tra i vari metodi di lavorazione post-raccolta a cui sono sottoposti i semi di 
caffè verde.
La tecnica della PCR quantitativa è stata utilizzata anche nell'analisi del profilo 
di espressione genica per campioni di caffè verde raccolti in diversi momenti della fase 
di essiccazione. I campioni presentano percentuali di acqua residua variabili: si va dal 
16,9% al 7,2% passando per le fasi intermedie di 14,1%, 11,8%. Si può trovare una 
correlazione significativa tra tutti gli enzimi analizzati ed i campioni “water content”: i 
semi che presentano il 14,1% di acqua residua mostrano, nella maggior parte dei casi, i 
valori  più alti  di  espressione genica ed in  seguito  man mano che la  concentrazione 
residua  diminuisce  il  valore  di  espressione  cala.  Viene  individuata  una  probabile 
risposta iniziale allo stress idrico (campione 14,1%) che poi si stabilizza o diminuisce. 
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Tra gli enzimi si pone in evidenza la GAD che notoriamente è utilizzata come marcatore 
di stress idrico (Bytof  et al  2004; Bytof  et al  2005) che presenta un elevato livello di 
espressione nei campione 14,1% per poi stabilizzarsi nei campioni 11,8% e 7,2%.
È doveroso  ricordare  che  i  semi  verdi  subito  dopo  la  raccolta  hanno  un 
contenuto di  acqua pari  al  50% in peso fresco,  che diminuisce a livelli  dell'11±1%, 
valore  standard  che  rispecchia  la  normativa  internazionale  di  standardizzazione ISO 
1446:2001 per un corretto stoccaggio. Invece quando il contenuto in acqua del seme 
scende a livelli inferiori al 25%, la normale attività metabolica si blocca (Bytof  et al  
2007). In realtà sembra ci sia una reminiscenza dell'attività fino a valori del 14,1% di 
acqua residua visualizzata nei profili di espressione genica con un aumento del valore di 
espressione. Si potrebbe  quindi proporre un abbassamento del limite per la stasi delle 
attività biologiche dal 25% fino ad ad un 14,1%; poi  probabilmente man mano che la 
concentrazione di acqua residua diminuisce il delicato messaggero inizia a degradare ad 
opera di enzimi quali le RNasi che, nonostante tutto, rimangono attive.
Il  rilevamento  di  un'attività  metabolica,  indicata  da  un'incremento 
dell'espressione genica nei semi con una percentuale di acqua residua pari al 14,1%, 
rispetto  al  16,9%,  può  essere  interpretato  con  una  certa  importanza  per  le  fasi  di 
spedizione e immagazzinamento del seme verde di caffè.  A livello mondiale è stato 
scelto come valore di standardizzazione l'11±1% di acqua residua, un valore nettamente 
inferiore  rispetto  al  25% considerato  come  soglia  dell'attività  metabolica  nel  seme. 
Potrebbe essere interessante valutare il profilo di espressione genica in semi di caffè che 
dopo aver raggiunto il corretto grado di percentuale di acqua residua (11±1%), vengono 
reidratati di qualche punto percentuale, per identificare se l'espressione genica aumenta 
o rimane costante. Questa simulazione di un cambio delle percentuali di umidità residua 
nei  semi  immagazzinati  potrebbe  contribuire  a  fornire  indicazioni  relative  alla 
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